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ABSTRACT
Procambarus clarkii is  a crayfish species belonging to the Order Decapoda. It  is 
native to the Southeastern United States and it is commonly known with the names 
of red swamp crayfish or Louisiana crayfish. It is present in all the continents, except 
for Oceania and Antarctica. Its European distribution started in 1972, when it was 
imported in Spain for aquaculture purposes; it arrived in Italy in 1989 and then it was 
found in Friuli Venezia Giulia (FVG) in 2006. 
P. clarkii is a serious problem for almost all freshwater ecosystems (and also for 
some  brackish)  because  it  is  capable  of  reducing  the  animal  and  vegetable 
biodiversity.  
Its  life  cycle  is  adaptable  and  allow  the  members  of  this  species  to  survive  in 
different  environmental  conditions;  the  bibliographic  data  collected  refer  to  the 
reproductive  biology  of  this  species  in  different  countries  (i.e.  Germany,  Spain, 
Louisiana and Tuscany) and show different results. To extend the knowledge of the 
reproductive  biology  of  P.  clarkii's  populations  living  in  FVG,  one  specific 
population, living in the Brancolo's canal (45°46' N, 13°30' E , GO, Italy) has been 
monitored for six months. Results from the monitoring activity show a reproductive 
period of this population that differs from the populations living in Spain, Louisiana 
and  Tuscany  but  is  similar  to  the  population  studied  in  Germany.  The  results 
underline the adaptability of  P. clarkii's life cycle, that allows the members of this 
species  to  live  under  different  environmental  conditions  and  suggests  that  their 
distributional range could increase with time.
In  addition  to  the  monitoring  activity,  in  this  work,  it  has  been  studied  the 
physiological  role  of  the  gonad-inhibiting  hormone,  GIH,  of  P.  clarkii using  the 
RNA-interference technique. Gih's role has been studied at a morphometric level (by 
comparison of the gonado-somatic index, GSI, and the hepato-somatic index, HSI, 
between different treatments) and at  gene level (by comparison of the expression 
levels of two genes, Gih and Vg, the Vitellogenin gene, using RT-qPCR). 
The results from morphometric analysis show an increase in the GSI value of the 
animals treated with Gih dsRNA in comparison with the control animals. 
At the gene level, the silencing of Gih triggers the secondary vitellogenesis in the 
hepatopancreas, raising mRNA levels of the Vg gene.
These results  confirm the role of Gih as a gonad-inhibiting factor that  can stop the 
secondary vitellogenesis of P. clarkii and point it out as an innovative method to control 
P. clarkii's population by oral administration of GIH during the reproductive period of 
this species.
RIASSUNTO
Procambarus clarkii è un crostaceo decapode proveniente dagli Stati Uniti meridionali, 
noto con i nomi di gambero rosso della Louisiana, o gambero killer. Questo crostaceo 
possiede una serie di caratteristiche biologiche che gli hanno permesso una diffusione 
incredibilmente  rapida  in  quasi  tutti  i  continenti,  ad  eccezione  dell'Oceania  e 
dell'Antartide. È una specie aliena invasiva che fu importata in Spagna dall'America nel 
1972 per scopi di acquacoltura e da lì ben presto si diffuse a tutta l'Europa, arrivando in 
Piemonte nel 1989 e in Friuli Venezia Giulia (FVG) nel 2006. Questa specie rappresenta 
un  problema  serio  per  gli  ecosistemi,  in  quanto  è  capace  di  alterarli  in  maniera 
significativa,  causando  un'importante  riduzione  della  biodiversità  sia  animale  che 
vegetale.
In letteratura i principali lavori sulla biologia riproduttiva di questa specie sono stati 
fatti in  massima parte in Spagna o Portogallo, mentre invece, in Italia, tale attività è 
stata svolta prevalentemente nella regione Toscana. 
Per approfondire in maniera diretta le conoscenze sulla riproduzione delle popolazioni 
che abitano i corsi d'acqua della regione FVG, tramite campionamenti in natura è stata 
avviata  un'attività  di  monitoraggio  che  ha  interessato  uno  specifico  corso  d'acqua 
durante il presunto periodo riproduttivo di questa specie.  Dal monitoraggio è emerso 
come  il  periodo  di  riproduzione  della  popolazione  in  esame  differisca  rispetto  alle 
popolazioni  studiate  in  Toscana,  Spagna  e  Portogallo  e  invece  assomigli  ad  una 
popolazione studiata in Germania. Ciò costituisce una ulteriore prova della plasticità del 
ciclo biologico di questa specie originaria dei climi caldi della Louisiana, ma in grado di 
adattarsi anche a climi freddi, e rafforza la convinzione che sia necessario approfondire 
ulteriormente le conoscenze su questi organismi per poterne limitare la diffusione. 
Successivamente è stato investigato mediante tecniche di silenziamento genico indotto 
da  RNA,  RNAi,  il  ruolo  fisiologico  dell'ormone  gonado-inibitorio,  GIH.  Gli  effetti 
fisiologici sono stati indagati a livello morfometrico, tramite l'uso degli indici gonado-
somatico  (GSI)  ed  epato-somatico  (HSI),  e  tramite  analisi  di  espressione  genica 
impiegando la PCR quantitativa, RT-qPCR.
A livello morfometrico negli animali trattati è stato osservato un aumento del peso degli 
ovari che ha raggiunto un valore doppio rispetto al peso delle gonadi delle femmine di 
controllo. 
A livello  genico  è  stato  osservato  come,  il  silenziamento  di  Gih,  sia  in  grado  di 
promuovere  la  vitellogenesi  esogena  nell'epatopancreas  di  P.  clarkii,  aumentando 
l'espressione degli mRNA codificanti per le Vitellogenine.
I risultati hanno confermato il ruolo di Gih come ormone gonado-inibitorio in grado di 
agire in particolare sulla vitellogenesi secondaria di  P. clarkii e lo propongono come 
possibile metodo innovativo di contenimento numerico di questa specie mediante l'uso 
di esche contenenti l'ormone di sintesi durante la stagione riproduttiva. La possibilità di 
veicolare  attraverso  l'apparato  digerente  anche  piccole  quantità  di  ormone  attivo 
nell'emolinfa degli animali dovrebbe inibire la vitellogenesi esogena e la maturazione 
finale delle uova. 
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Procambarus clarkii è un crostaceo decapode proveniente dagli Stati Uniti meridionali, 
noto con il nome comune di gambero rosso della Louisiana. È una specie invasiva che 
fu importata in Spagna dall'America nel  1972 per scopi di  acquariofilia e da lì  ben 
presto si diffuse a tutta l'Europa, arrivando in Piemonte nel 1989 e in Friuli Venezia 
Giulia nel 2006. Questo crostaceo possiede una serie di caratteristiche biologiche che gli 
hanno permesso una diffusione incredibilmente rapida in  quasi  tutti  i  continenti,  ad 
eccezione dell'Antartide; questa specie rappresenta un problema serio per gli ecosistemi, 
in  quanto  è  capace  di  alterarli  in  maniera  molto  evidente,  causando  un'importante 
riduzione della biodiversità sia animale che vegetale.
La  plasticità  del  suo  ciclo  biologico  gli  consente  di  adattarsi  a  un  ampio  range  di 
condizioni ambientali; tutto ciò fa sì che le dinamiche e le condizioni favorevoli alla sua 
riproduzione possano leggermente variare in relazione alle condizioni fisico-chimiche 
degli habitat colonizzati.
I principali lavori sulla biologia riproduttiva di questa specie riportati in letteratura si 
riferiscono a studi condotti in massima parte in Spagna [1] [2] [3] o Portogallo [4] [5] 
[6], e, in Italia, nella regione Toscana [7] [8] [9] [10] [11]. Per approfondire in maniera 
diretta le conoscenze sulle popolazioni che abitano i corsi d'acqua della regione Friuli 
Venezia  Giulia,  tramite  campionamenti  in  natura  è  stata  avviata  un'attività  di 
monitoraggio che ha interessato uno specifico corso d'acqua,  il  canale  del  Brancolo 
(GO),  durante  il  presunto  periodo  riproduttivo  di  questa  specie  e,  tramite  indagini 
biologico-molecolari è stato approfondito il ruolo fisiologico di GIH, l'ormone gonado-
inibitorio.
1.1 SPECIE INVASIVE E SPECIE ALIENE
Con il termine di specie aliena si intende, in relazione ad un particolare ecosistema, una 
qualsiasi specie (includendo i suoi semi, uova, spore o altro materiale biologico in grado 
di propagare la specie), che è rinvenuta al di fuori del suo areale nativo di distribuzione 
[12] e del suo areale di possibile espansione naturale [13].
Con il termine di specie invasiva, invece, si intende una specie aliena la cui introduzione 
è,  o  potrebbe essere,  in  grado di  causare  danni  ambientali,  economici  o  alla  salute 
dell'uomo [12]. 
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La caratteristica che accumuna specie aliene ed invasive è l'introduzione. Con questo 
termine si identifica l'intenzionale o non intenzionale rilascio come ad esempio la fuga, 
la disseminazione o la  collocazione di una specie in un ecosistema, come risultato di 
attività antropiche. Da sempre, nel corso della sua storia, l'uomo ha introdotto specie in 
nuovi  habitat,  ma  nel  corso  degli  ultimi  secoli  questo  fenomeno  è  andato  via  via 
crescendo, a causa soprattutto dei commerci e delle grandi opere (ad esempio il canale 
di Panama o quello di Suez). Ad oggi sono circa 180 le specie aliene, tra vegetali e 
animali, presenti nei mari italiani [13], ma la cifra aumenta se si considerano anche le 
acque di transizione e le acque dolci (figura 1). 
Molte specie aliene non diventano invasive, ciò nonostante anche la presenza di una 
sola specie invasiva in un determinato habitat può avere significativi impatti economici, 
ambientali e per la salute pubblica.
La  grande  preoccupazione  da  parte  della  Comunità  scientifica  e  degli  enti  che  si 
occupano di ambiente deriva da una serie di caratteristiche biologiche, ecologiche ed 
etologiche che contraddistinguono le specie invasive: generalmente esse possiedono un 
ciclo vitale rapido, con il raggiungimento della maturità sessuale in tempi brevi; hanno 
un'elevata fecondità, un'ampia tolleranza alle condizioni chimico-fisiche del mezzo in 
cui vivono e, molto spesso, possiedono una notevole plasticità nel loro ciclo biologico 
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Figura  1:  In  grassetto  è  indicato il  numero di  specie  aliene  segnalate  in  ogni  mare 
italiano, incluse le lagune. Il numero di specie aliene appartenenti ai diversi taxa sono 
indicati  sopra alle  barre dei grafici.  Ma Macrophyta. An Annelida. Mo Mollusca. Cr 
Crustacea. OI other invertebrates. Pi Pisces. Sono inoltre indicati i due principali hotspot 
di introduzione (Venezia e Taranto). Da Occhipinti et al. 2011 
che gli consente di adattarsi alle nuove condizioni [14].
L'impatto che tali specie hanno sugli ecosistemi è molto elevato, tanto che oggi si ritiene 
che esse siano la più grande minaccia esistente alla biodiversità (Millennium Ecosystem 
Assessment,  2005,  European  Strategy  on  Invasive  Alien  Species,  2011);  il  danno 
ecologico da loro causato  ha numerose ripercussioni come ad esempio la competizione 
con organismi autoctoni per cibo e habitat, i cambiamenti strutturali degli ecosistemi, la 
tossicità  diretta  e  la  diffusione  di  agenti  patogeni; infatti  le  specie  alloctone  molto 
spesso sono vettori di parassiti o patogeni che invece si dimostrano letali per le specie 
autoctone [15].
1.2 SPECIE ALIENE IN AMBIENTE DI TRANSIZIONE
Gli ambienti di transizione sono dei bacini costieri di diverse dimensioni all'interno dei 
quali avviene l'incontro tra acque continentali e acque marine, determinando condizioni 
di grande instabilità dei parametri chimico-fisici a carico in primo luogo della salinità. 
Dal punto di vista geologico sono delle strutture temporanee della costa in quanto la 
loro esistenza è soggetta all'innalzamento e all'abbassamento del livello del mare o a 
fenomeni di subsidenza. Nelle grandi lagune e nei grandi estuari,  la salinità tende a 
diminuire gradualmente e costantemente verso le zone più interne mantenendo lungo il 
gradiente valori relativamente costanti; in ambienti più limitati e poco profondi invece, 
le fluttuazioni della salinità, della temperatura, dell'ossigeno, del pH ecc. possono essere 
molto ampie, anche in un breve arco di tempo, in rapporto alle maree, alle piogge, alle 
mareggiate,  alle  piene  dei  fiumi  e  all'evaporazione;  è  quindi  l'instabilità  dei  vari 
parametri  fisico-chimici  nel  loro  complesso  la  caratteristica  principale  dell'ambiente 
salmastro [16]. 
La Laguna di Venezia è, in Italia, uno dei più importanti ambienti di transizione per vari 
aspetti che vanno dalle sue dimensioni alla sua storia e al ruolo economico che riveste.  
È situata nel Mare Adriatico settentrionale e ha una superficie di circa 550 km2, di cui 
l'11% è permanentemente composto di acqua o canali dragati, mentre l'80% circa sono 
piane di marea fangose, paludi d'acqua salata o le artificiali casse di colmata.
Al  suo  interno  la  laguna  ospita  numerosi  porti,  tra  cui  si  possono  citare  quello  di 
Venezia  (commerciale  ed  industriale)  e  quello  di  Chioggia  (commerciale  e 
peschereccio), nonché numerose attività riguardanti la cantieristica navale (a Venezia, 
Marghera, Chioggia e Pellestrina) oltre che la cantieristica minore e da diporto, con un 
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traffico navale annuo superiore alle 11000 navi [17]. 
Da un articolo del 2010 sulle specie aliene lungo le coste Italiane, è emerso come la 
Laguna  di  Venezia  sia  un'importante  area  ad  alto  numero  di  specie  marine  aliene, 
seguita dalla Laguna di Taranto [18] (figura 2). 
 
La spiegazione di quest'osservazione fatta dai ricercatori del gruppo della Professoressa 
Occhipinti, risiede nelle particolari condizioni presenti negli ambienti lagunari: infatti, il 
disturbo ambientale, in parte derivato dalle proprietà intrinseche all'ambiente lagunare e 
in  parte  derivato  dalle  attività  umane,  crea  delle  biocenosi  depauperate,  a  bassa 
competizione che possono essere facilmente occupate da specie opportuniste [19]. 
Il principale mezzo di diffusione delle specie aliene marine sono le imbarcazioni, che 
possono  trasportare,  sia  sullo  scafo  che  all'interno  delle  acque  di  zavorra,  larve  o 
esemplari giovanili che vengono inconsapevolmente “prelevati” dal porto di partenza 
dell'imbarcazione  e  poi  vengono “rilasciati”  nei  porti  in  cui  la  nave  sosta.  Un'altra 
importante  modalità  di  propagazione/espansione  è  l'acquacultura,  tramite  la  quale 
vengono  intenzionalmente  introdotte  nell'ambiente  nuove  specie  a  scopo  di 
allevamento.
L'impatto  delle  specie  invasive  sugli  ecosistemi  naturali  è  principalmente  incentrato 
sull'interazione  competitiva  che  queste  instaurano  nei  confronti  degli  organismi 
autoctoni, mentre in misura minore è derivante da cambiamenti ambientali, parassitismo 
e interazioni bentoniche/pelagiche [18]; tra i numerosi casi di specie invasive possiamo 
citare,  a  titolo  di  esempio,   il  caso  di  due  bivalvi,  Crassostrea  gigas  (C.  gigas) e 
Ruditapes  phillippinarum,  che,  introdotti  nella  laguna veneta per scopi  commerciali, 
hanno  sostituito  completamente  le  popolazioni  native  di  Ostrea  edulis e  Tapes  
decussatus; la C. gigas è divenuta talmente comune che è addirittura possibile ritrovarla 
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Figura  2:  In  figura  è illustrato il  numero di  specie  aliene  segnalate  nei 
principali hotspot di introduzione lungo le coste italiane. Da Occhipinti et 
al. 2011
tra i canali della città di Venezia e sui muri delle case, appena al di sotto della fascia 
intertidale. Inoltre, è importante considerare che assieme a questi due molluschi, sono 
giunte numerose altre specie, introdotte non intenzionalmente, in quanto erano presenti 
nei  materiali  da  imballaggio  con  cui  venivano  trasportati  i  bivalvi,  oppure  perchè 
crescevano, come epibionti,  sulle loro valve.  Un altro esempio riguarda l'alga bruna 
Sargassum  muticum,  organismo  in  grado  di  ridurre  la  PAR  (Photosyntetic  Active 
Radiation) negli strati d'acqua a lei sottostanti, in quanto, con il suo tallo laminare e 
galleggiante  sospeso  da  vescicole  ripiene  di  gas  è  in  grado  di  generare  un  effetto 
“tettoia”, lasciando in ombra tutto ciò che le sta sotto [18]. Infine possiamo anche citare 
il  recente  ritrovamento  in  ambiente  lagunare  di esemplari  appartenenti  alle  specie 
Procambarus  clarkii  (P.  clarkii)  e  Oreochromis  niloticus  niloticus,  entrambe  già 
considerate  specie  invasive  per  le  acque  interne,  che  ora  stanno  colonizzando  gli 
ambienti lagunari grazie alle loro capacità biologiche di adattamento [8] [20]. 
La crescente preoccupazione della comunità scientifica in merito alle specie invasive e a 
tutti i potenziali danni che esse sono in grado di arrecare all'ambiente sta spingendo la 
Comunità  Europea a  finanziare tutta  una serie di  ricerche per  trovare dei metodi  in 
grado di limitare la diffusione di tali organismi; il lavoro svolto in questa tesi si colloca, 
per l'appunto, all'interno del progetto LIFE RARITY (LIFE/10/NAT/IT/000239) che ha, 
tra  i  suoi  principali  obiettivi,  l'eradicazione  della  specie  aliena  invasiva  P.  clarkii  
(Girard, 1852) dalle acque del Friuli Venezia Giulia e il rafforzamento delle popolazioni 
di gambero autoctone di questa regione. 
1.3   PROCAMBARUS CLARKII 
Procambarus clarkii (P. clarkii) è un crostaceo decapode proveniente dagli Stati Uniti 
meridionali,  noto con il  nome comune di gambero rosso della Louisiana o gambero 
killer. È stato una delle tante specie provenienti da altri continenti che, a partire dal 
1850,  furono  introdotte  in  Europa  per  svariati  motivi;  nello  specifico,  P.  clarkii fu 
importato in Spagna dall'America nel 1972 per scopi di acquariofilia e da lì ben presto si 
diffuse  a  tutta  l'Europa,  arrivando in  Piemonte  nel  1989.  Dal  2006 sono note  delle 
popolazioni di questo gambero anche nelle acque del Friuli Venezia Giulia (FVG), dove 
ha, ad oggi, invaso quasi tutti i corsi d'acqua della regione a scapito delle popolazioni di 
gambero autoctone costituite da esemplari  di  Austropotamobius pallipes complex.  P. 
clarkii risulta essere l'unica specie invasiva di crostaceo decapode presente in FVG, 
anche se, ben presto, altre specie invasive, come Pacifastacus leniusculus e Orconectes 
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limosus, potrebbero arrivare, in quanto già presenti nelle acque delle regioni adiacenti. 
Attualmente  la  tassonomia  lo  pone  all'interno  della  famiglia  dei  Cambaridi  (per  la 
classificazione  completa  si  veda:  http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?
search_topic=TSN&search_value=97491 ).
P. clarkii  presenta una colorazione rossa dell'esoscheletro che risulta particolarmente 
evidente sulle chele degli esemplari adulti, mentre invece l'addome presenta delle bande 
scure nella parte dorsale. Le chele sono ben sviluppate, uncinate e dotate di numerosi 
tubercoli  e  spinule  rosse,  apprezzabili  negli  individui  in  periodo  riproduttivo.  A 
differenza  delle  specie  autoctone,  se  si  osserva  la  parte  ventrale  di  un  maschio  in 
periodo riproduttivo,  sono ben visibili,  alla  base del  3°  e  4°  paio di  pereopodi,  dei 
piccoli  denti  uncinati;  tali  strutture vengono usate per  trattenere la femmina durante 
l'accoppiamento.
Nella famiglia di appartenenza di P. clarkii, quella dei Cambaridi, una volta raggiunta la 
maturità sessuale si osserva – a differenza degli Astacidi, Famiglia a cui appartengono i 
gamberi autoctoni – l'alternanza di due forme differenti, definite forma I (anche detta 
F1) e forma II (F2). La forma I corrisponde al gambero sessualmente attivo e viene 
mantenuta  durante  il  periodo  riproduttivo;  essa  comporta  alcune  importanti 
modificazioni morfologiche particolarmente evidenti nel maschio, tra cui le chele che si 
ingrandiscono,  irrobustiscono  e  nelle  quali  le  “spine”  si  fanno  più  evidenti.  La 
colorazione generale del corpo, prima dai toni tenui, talora di marrone tendente al verde, 
in F1 assume una tinta uniforme rosso scuro su cui spiccano i tubercoli spinosi di color 
rosso rubino. 
In condizioni normali, alcune settimane dopo l'accoppiamento (nelle femmine circa tre 
dopo la schiusa delle uova) il gambero va incontro ad una muta, passando nuovamente 
alla forma II sessualmente inattiva: le chele risultano più sottili e corte, la colorazione è 
meno accentuata, si nota l'assenza di uncini e i gonopodi risultano poco sclerificati. La 
forma I subentrerà nuovamente con il successivo periodo riproduttivo  [21]. In realtà, 
una volta  raggiunta la  maturità  sessuale,  frequentemente si  osserva solo la  forma I; 
questo  fatto  risulta  particolarmente  evidente  per  gli  esemplari  che  vivono  in  acque 
costantemente calde. 
Da prove condotte in laboratorio si è accertato che P. clarkii può vivere anche fino a 4 
anni; in ambiente naturale invece, il suo ciclo biologico non supera i 12-18 mesi [22].
Vive in acque calde con forti fluttuazioni stagionali e fondo fangoso. Le temperature 
ottimali di crescita vanno dai 21 ai 27°C; ciononostante, la crescita risulta bloccata solo 
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al di sotto dei 12°C [23]. 
P. clarkii è ad oggi il più diffuso NICS (dall'inglese, Non Indigenous Crayfish Species ) 
in  Italia  [14].  La  sua  rapida  diffusione  al  di  fuori  degli  Stati  Uniti  è  avvenuta 
principalmente per scopi commerciali, dal momento che alcuni aspetti della sua biologia 
lo  rendono  adatto  all'acquacultura.  È  infatti  molto  resistente  alle  malattie  e  alle 
condizioni estreme, ha una notevole capacità di adattamento, un'elevata prolificità [9] e 
presenta un comportamento alimentare generalista ed opportunista, essendo capace di 
passare  da  un'alimentazione  detritivora  ad  una  a  base  di  vegetali,  oppure  variando, 
anche considerevolmente, la proporzione tra materiale vegetale e animale ingerito [21]. 
Queste sue caratteristiche favorevoli per l'allevamento purtroppo sono risultate essere 
un'arma a doppio taglio, in quanto gli hanno permesso di colonizzare un'ampia varietà 
di habitat andando ad alterarne gli equilibri ecologici. Numerosi studi provano che la 
sua intensa attività di scavo provoca danni strutturali agli argini fluviali e lacustri [24] e, 
negli ambienti invasi da questo organismo, risultano esservi drastiche diminuzioni della 
biodiversità (soprattutto a carico di pesci, anfibi e piante acquatiche). Se presenti nel 
corso d'acqua in cui vivono, gli esemplari di  P. clarkii infatti sono in grado di predare 
attivamente  girini,  piccoli  anfibi  e  anche  piccoli  pesci  e  i  loro  avannotti  [21].  Se 
l'ossigeno in acqua risulta carente, è in grado di servirsi di quello atmosferico, grazie al 
fatto  che  la  sua  camera  branchiale  è  racchiusa  dal  carapace  che  ne  impedisce  il 
disseccamento. È in grado di vivere anche in ambienti salmastri, fino a salinità pari a 20 
ppt [8] [20],  tollera un pH dell'acqua variabile tra 5,6 e 10,4 ed è in grado di sopportare 
la  presenza  di  moderate  quantità  di  inquinanti,  accumulandoli  specialmente 
nell'epatopancreas e nell'esoscheletro [21]: grazie a tutto questo, P. clarkii, è capace di 
colonizzare praticamente qualsiasi corso d'acqua [22]. Inoltre è in grado di sopravvivere 
diversi mesi in assenza di tale elemento scavando delle tane nel fango (profonde fino a 5 
metri)  che  possono  presentare  delle  diverse  architetture  variando  dalle  forme  sub-
verticali, più semplici, a quelle più complesse, orizzontali e a forma di U [21]. Questi 
rifugi possono ospitare fino a 50 esemplari e costituiscono una risorsa importantissima 
per la specie in quanto forniscono un riparo agli individui nei momenti più delicati del 
loro ciclo vitale (ad esempio subito dopo la muta) e permettono loro di superare la 
cattiva stagione, uscendo quando le condizioni climatiche sono nuovamente buone [25]. 
P. clarkii presenta un'alternanza di due fasi comportamentali: la prima è definita errante, 
la seconda statica. Nella prima delle due, gli individui mostrano un'intensa attività di 
locomozione, tanto che, i  maschi in fase riproduttiva, sono in grado di spostarsi anche 
di  17  km in  quattro  giorni,  coprendo  un'area  estremamente  vasta.  Grazie  a  ciò,  la 
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diffusione della specie è notevolmente incrementata [10]. Nella seconda fase, invece, gli 
individui sono sedentari e trascorrono la maggior parte della giornata all'interno delle 
tane. 
Nelle nostre regioni gli esemplari di P. clarkii sono avvantaggiati dalla ridotta presenza 
(se non addirittura assenza) di predatori naturali; nel loro habitat naturale, le popolazioni 
di gambero sono attivamente predate da una ricca diversità di uccelli, pesci di grande 
taglia, lontre, visoni, procioni e rettili, inclusi tartarughe e alligatori; invece in Italia, 
solamente alcune specie di uccelli e pochi pesci – tra cui il luccio (Esox lucius), il siluro 
(Silurus glanis) e il lucioperca (Stizosteidon lucioperca) – si cibano di questi animali 
[21].
Il gambero della Louisiana è spesso vettore della peste dei gamberi, causata dal fungo 
Aphanomyces astaci [26] [27] e di altre patologie virali che purtroppo colpiscono le 
popolazioni  di  gamberi  autoctoni,  favorendone  il  contagio  sia  direttamente  che 
indirettamente, in quanto i pescatori,  i  pesci e gli uccelli  che si cibano di  P. clarkii  
possono contribuire alla diffusione dei rispettivi agenti eziologici.
Un'ulteriore considerazione di notevole importanza riguarda gli aspetti sanitari legati al 
consumo delle carni di questi  crostacei che potrebbero provocare anche gravi effetti 
indesiderati  alla  salute  dell'uomo;  consumati  sovente  crudi  da  uomini  o  animali 
domestici, infatti, possono facilmente trasmettere vermi parassiti, come i Trematodi del 
genere Paragonimus, di cui si trovano spesso larve incistate nell'apparato digerente del 
gambero [21].
Per  quanto  riguarda  l'aspetto  riproduttivo,  è  stato  scoperto  che,  in  relazione  alle 
condizioni  idrologiche  e  alla  temperatura  dell'acqua,  la  lunghezza  totale  a  maturità 
sessuale  può  variare  da  meno  di  45  mm  a  più  di  125  mm,  raggiungendo 
eccezionalmente i 150 mm [1].
Le femmine di Procambarus clarkii hanno un'elevata fecondità (con produzione di 300-
600 uova) e presentano un numero di deposizioni annue variabile in dipendenza della 
latitudine (figura 3), andando da popolazioni che si riproducono durante tutto l'anno  in 
corrispondenza  dell'areale  naturale  di  distribuzione  di  tale  specie  (aree  sub-
tropicali/temperate), a popolazioni che si riproducono una volta all'anno, in zone con 
climi temperati freddi [28].
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Le femmine depongono le uova fecondate sui pleopodi, dove permangono per tutto il 
tempo necessario al loro sviluppo. Durante questo periodo le femmine si prendono cura 
delle uova ossigenandole e impedendo che sopra vi crescano alghe o parassiti. 
1.3.1 APPARATO RIPRODUTTIVO FEMMINILE DI  P. CLARKII  
L'apparato riproduttivo femminile risulta costituito da un ovario impari a forma di Y e 
due ovidotti che connettono l'ovario con il poro genitale, permettendo il passaggio degli 
ovociti  maturi  all'esterno  del  corpo  materno.  L'ovario  è  situato  dorsalmente  nel 
cefalotorace, posteriormente allo stomaco. Ha una forma a Y e consiste di un paio di 
sacchi ovarici anteriori e di un singolo sacco ovarico posteriore (figura 4A). Un ovidotto 
connette ciascuna estremità posteriore dei sacchi anteriori con il poro genitale, situato 
sulla  coxa  del  sesto  paio  di  pereopodi  [29].  Nel  corso  della  maturazione  gonadica, 
l'ovario subisce un'importante variazione delle sue dimensioni, arrivando ad occupare la 
maggior  parte  della  cavità  toracica  a  scapito  soprattutto  dell'epatopancreas,  che 
diminuisce  di  volume.  In  esemplari  che  hanno appena  deposto  le  uova o  che  sono 
ancora immaturi, l'ovario contiene solo piccoli oociti bianchi, all'analisi macroscopica, e 
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Figura  3: Ciclo vitale di  P. clarkii nel suo areale natio (A) e a differenti latitudini all'interno del suo range di  
introduzione in Europa: B: sud della Germania; C: Italia centrale; D: Portogallo. OF, ovigerous females; GA, great 
activity; R, reproduction; RP, recruitment period; H, hibernation. I punti sulla carta indicano siti in cui è stata  
registrata la presenza di P. clarkii. Modificato da Chucholl et al. 2011
ha un diametro massimo in sezione trasversale di circa 2-3 mm. In femmine mature, 
l'ovario presenta oociti scuri e di dimensioni maggiori e presenta un diametro di circa 5 
mm.  L'intero sistema riproduttivo femminile è circondato in maniera continua da una 
sottile guaina di tessuto muscolare, spessa circa 30 μm. La parete dell'ovario, costituita 
da un singolo strato di tessuto epiteliale ovarico [30], si ripiega verso l'interno a formare 
una serie di tasche oogenetiche di varie dimensioni (figura 4B).  All'interno l'ovario è 
costituito da una serie di tasche oogenetiche affiancate l'una all'altra e poste attorno al 
lume centrale. Nell'ovario generalmente gli oociti sono uniformi per quanto riguarda le 
dimensioni, anche se sono sempre presenti degli stadi maturativi più precoci anche in un 
ovario quasi maturo [30]. Ciascuna tasca contiene un singolo uovo o un grande oocita, 
vitellogenico o previtellogenico. Le porzioni che riforniscono l'ovario di nuovi oogoni 
vengono definite germinaria (singolare: germinarium), e sono collocate in diversi punti 
al centro del sacco ovarico. In questa struttura si possono trovare non solo oogoni, ma 
anche ovociti  previtellogenici  e  cellule  interstiziali.  Come nella  maggior  parte  degli 
artropodi, queste porzioni non producono solamente cellule germinali ma anche cellule 
somatiche, che vanno a costituire in particolar modo le cellule dell'epitelio ovarico. Tutti 
gli oociti previtellogenici ancora in stadio precoce di sviluppo rimangono nella parte 
germinale fino a che non hanno un diametro di circa 30 μm, quindi lasciano questa 
struttura e, una volta a contatto con le cellule dell'epitelio ovarico, lo stimolano affinchè 
le  circondi  originando  una  nuova  tasca  oogenetica.  All'interno  della  tasca  l'ovocita 
permarrà, aumentando di dimensioni e maturando, fino al momento della deposizione 
quando, attraverso gli ovidotti, verrà deposto all'esterno del corpo, sui pleiopodi [29]. 
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Figura 4: P. clarkii. A: Disegno schematico in visione dorsale del sistema riproduttivo femminile. L'ovario ha una forma a  
Y e risulta formato da  un paio di  sacchi  ovarici  anteriori  e  un singolo sacco ovarico posteriore.  Un corto ovidotto è  
connesso con l'estremità posteriore di ciascun sacco ovarico anteriore. La superficie dell'ovario risulta costituita da sacche  
oogenetiche contenenti una singola cellula uovo o oocita.  od, ovidotto; op, tasche oogenetiche. B: Disegno schematico in  
sezione  trasversale  del  sacco  ovarico  anteriore.  Il  sacco  ovarico  e  l'ovidotto  sono  circondati  da  un  aderente  strato  
muscolare. Le cellule uovo e gli oociti sono racchiusi nelle loro tasche oogenetiche; gli oociti immaturi risultano invece 
racchiusi in maniera imperfetta.  Due germinaria sono presenti  al centro dell'ovario.  L'epitelio ovarico è connesso con 
l'epitelio dell'ovidotto. e, uovo; g, germinarium; oc, oocita previtellogenico; od, ovidotto; oe, epitelio ovarico; og, oogonio; 
ol, lume centrale dell'ovario; op, tasca oogenetica; sh, strato muscolare esterno. Da Ando et al. 1998
Come per l'apparato riproduttore, così anche la maggioranza delle attività biologiche 
principali, come la regolazione della crescita, il processo della muta e l'osmoregolazione 
sono tutte controllate da una ghiandola di origine nervosa, la Ghiandola del Seno (GS), 
posta nei peduncoli oculari di tali animali, che secerne una serie di peptidi ad attività 
ormonale, i neuropeptidi peduncolari.
1.3.2 SISTEMA NERVOSO DI  P. CLARKII  
Il  sistema  nervoso  di  P.  clarkii risulta  essere  abbastanza  complesso.  Anteriormente 
possiamo  trovare  il  “cervello”,  suddiviso  in  tre  gangli  principali  che,  a  partire 
dall'estremità cefalica, si chiamano: protocerebro, deuterocerebro e tritocerebro. 
Al protocerebro giunge l'innervazione dagli occhi, organi fondamentali non solo perchè 
sede della vista ma anche per il fatto che, nel peduncolo oculare, sono contenute delle 
importantissime  strutture  nervose  neuroendocrine  che  producono  e  riversano  nel 
torrente circolatorio alcuni dei principali ormoni che regolano la vita di questi animali. 
Al  deuterocerebro  giungono  i  cordoni  nervosi  deputati  ad  innervare  le  antenne, 
importantissimi organi sensoriali coinvolti nell'olfatto e nella percezione dei feromoni. 
Infine, dal tritocerebro, si diparte un cordone nervoso ventrale nel quale si può trovare, 
per ogni segmento corporeo, una coppia di gangli (intesi come gruppi di cellule nervose 
concentrate nella stessa regione) che risultano connessi da commissure sia trasversali 
che longitudinali; poi, nel corso dello sviluppo embrionale ciascuna coppia di gangli 
toracici  e  addominali  tende  ad  unirsi  lungo  la  linea  mediana  del  corpo,  risultando 
completamente fusa nella regione caudale.
Le  prime prove a  favore  della  presenza  di  un sistema neuroendocrino  nei  crostacei 
risalgono agli inizi del '900: nel 1905, Zeleny riportò che la rimozione del peduncolo 
oculare o delle chele in Uca pugilator e Alpheus dentipes risultava in un'accelerazione 
nel ciclo della muta [31].  Megušar, nel 1912, dimostrò che i peduncoli oculari avevano 
un  ruolo  importante  nella  colorazione  di  diverse  specie  di  crostacei  [32].  Questi 
incoraggianti esperimenti dettero un importante impulso alla nascente endocrinologia 
nei Crostacei,  che vide la luce negli  anni '20-'30 grazie ai  lavori  di  Koller,  Perkins, 
Courrier, Hanström e Brown. Già dagli anni '60 si pensava che il sistema nervoso di 
questi  animali  fosse  il  principale  centro  di  controllo  ormonale  perchè  era  stato 
evidenziato  come  questa  struttura  fosse  la  fonte  di  molti  composti  chimici  che 
controllavano il movimento dei pigmenti nei peduncoli oculari, il processo della muta, i 
livelli di glucosio nel sangue, l'osmoregolazione e la riproduzione nelle femmine [33]; 
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tutte queste funzioni fisiologiche, infatti, venivano alterate a seguito dell'ablazione dei 
peduncoli  oculari,  e  potevano  essere  in  qualche  misura  recuperate  a  seguito  del 
reimpianto degli stessi [34]. 
Nel 1937, Hanström fu il primo a descrivere una struttura nel peduncolo oculare che 
partecipava  alle  funzioni  fisiologiche,  e  la  chiamò “Ghiandola  del  Seno” (GS)  [35] 
(figura 5). Ad oggi si conoscono anche altri centri neuroendocrini distribuiti nei gangli 
subesofagei, toracici ed addominali: è noto il sistema Organo X – Ghiandola del Seno 
(XO-SG), l'Organo Pericardico che risulta innervato da perikarya provenienti dai gangli 
toracici, il “Y-Organ” e la Ghiandola Androgenica che sono tipici organi endocrini di 
origine epiteliale e l'Organo Mandibolare (MO) [36].
1.3.2.1 COMPLESSO ORGANO X - GHIANDOLA DEL SENO DI  P. CLARKII  
Tale complesso è considerato il maggiore sistema endocrino presente nei decapodi [36]. 
È  collocato  sulla  superficie  dei  gangli  ottici,  nel  lato  dorso-laterale,  tra  la  medulla 
esterna ed interna (figura 5). 
L'Organo  X  si  trova  presso  la  parte  ventro-prossimale  del  margine  della  medulla 
terminalis  ed  è  formato  da  neuroni  unipolari  i  cui  assoni,  riuniti  nel  nervo  della 
ghiandola del seno, proiettano verso la Ghiandola del Seno (GS)  [37]. Nei decapodi, 
l'Organo  X  è  formato  da  circa  150-200  corpi  cellulari  che  vanno  a  costituire  una 
popolazione  eterogenea  di  cellule  neurosecretorie  che  producono  differenti 
neuropeptidi. 
La Ghiandola del Seno è una struttura neuroemale posta alla superficie della medulla 
interna o al margine tra la medulla interna e la medulla externa, posta in stretto contatto 
con il sistema circolatorio aperto e l'emolinfa; circa il 90% di tutti i terminali assonici 
della ghiandola provengono dai corpi cellulari dell'Organo X; il rimanente 10%, deriva 
da corpi cellulari situati in altre zone del peduncolo oculare, dai gangli del cervello e da 
quelli del torace [36]. I prodotti neurosecretori vengono accumulati nelle terminazioni 
assoniche e rilasciati negli spazi neuroemali tramite processi di esocitosi [33]. 
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Nel  1944,  durante  uno studio  sul  possibile  controllo  ormonale  nel  metabolismo dei 
carboidrati,  Abramowitz  scoprì  che,  l'iniezione  di  estratti  di  peduncolo  oculare  in 
Callinectes  sapidus,  causava  un'ingente  iperglicemia  [38].  Tale  fattore,  al  tempo 
sconosciuto,  si  era dimostrato biologicamente molto attivo,  stabile al  calore e molto 
concentrato nella Ghiandola del Seno. Fu chiamato dagli autori “fattore diabetogenico”, 
ma  successivamente  tale  nome  fu  sostituito  con  quello  di  cHH,  ovvero  crustacean 
Hyperglycaemic  Hormone  [39].  Tale  ormone  fu  il  primo  ad  essere  isolato  e 
caratterizzato in  Carcinus maenas  [40] e dopo poco in  Homarus americanus  [41]; la 
cosa curiosa  però fu che,  l'ormone isolato in  Homarus mostrava non solo un'attività 
iperglicemizzante, ma era anche in grado di inibire la muta [39].
Risultò  ben  presto  chiaro  che  cHH e  i  peptidi  omologhi,  avevano  2  caratteristiche 
fondamentali:  erano  ormoni pleiotropici e  spesso  presentavano  un'attività  biologica 
sovrapponibile [39].  
Ad oggi  si  conoscono molti  peptidi  con attività  ormonale,  che  appartengono a  due 
famiglie  funzionalmente  differenti.  La  prima  è  quella  delle  cromatoforo-tropine  e 
comprende il  Red Pigment-Concentrating Hormone,  RPCH, e  il  Pigment-Dispersing 
Hormone,  PDH;  la  seconda,  nota  come  famiglia  cHH/MIH,  include  2  tipi  di 
neuropeptidi: da una parte cHH e dall'altra un gruppo comprendente il Molt-Inhibiting 
Hormone,  MIH,  il  Gonad-Inhibiting  Hormone/Vitellogening-Inhibiting  Hormone, 
GIH/VIH, e il Mandibular Organ-Inhibiting Hormone, MOIH [39]. 
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Figura 5: Struttura del peduncolo oculare, dei gangli nervosi e della Ghiandola del Seno. 
Visione  anteriore  dei  gangli  nervosi  nel  peduncolo  oculare  destro  del  granchio 
Gecarcinus lateralis.  I  punti  neri  mostrano la locazione  dei corpi  cellulari  di  cellule  
neurosecretorie. Le doppie linee indicano i tratti di fibre nervose. XO, X-Organ; SG, 
Sinus Gland; MT, Medulla Terminalis; MI, Medulla Interna; ME, Medulla Externa. Da 
Hopkins et al. 2011
Tutti i  peptidi maturi  della famiglia cHH contengono tra i 72 e gli 83 aminoacidi e 
possiedono  6  residui  di  cisteina,  che  creano  3  ponti  disolfuro  cruciali  per  il 
mantenimento della struttura terziaria della proteina.
Nei crostacei cHH è probabilmente il  principale ormone dell'organismo in quanto si 
hanno prove del suo coinvolgimento sia durante lo sviluppo che durante tutte le fasi del 
ciclo  vitale  dell'animale.  È  in  grado  di  controllare  i  livelli  plasmatici  di  glucosio, 
inducendo,  con  il  suo  rilascio,  iperglicemia  e  iperlipidemia  [36].  È  implicato 
nell'osmoregolazione,  regolando il  bilancio di  sali  e  acqua nell'organismo; inoltre  la 
funzione  osmoregolatoria  di  cHH  è  particolarmente  importante  nelle  fasi  finali  del 
processo della muta, in quanto l'ingrossamento del corpo (tramite l'assunzione di acqua) 
necessario  per  consentire  all'organismo  di  “rompere”  l'esoscheletro  e  fuoriuscirne, 
sembra  essere  mediato  da  un  picco  nei  livelli  di  cHH ematici  [36] [42].  Inoltre  le 
isoforme di cHH hanno un effetto stimolatorio sulla crescita e sull'attività endocitotica 
degli ovociti sia di gambero che di astice [43]. 
1.3.2.2 L'ORMONE GONADO-INIBITORIO,  GIH  
Il  Vitellogenesis  o  Gonad  Inhibiting  Hormone (VIH/GIH)  appartiene  alla  famiglia 
cHH/MIH. 
La sua presenza è stata a lungo postulata sin dai primi esperimenti di rimozione dei 
peduncoli  oculari  nei  decapodi  [44],  dove,  in  base  alla  stagione  e  alle  condizioni 
fisiologiche, l'operazione risultava in un'accelerata vitellogenesi secondaria a causa di 
un aumento della sintesi e dell'uptake di Vitellogenina [39], una delle principali proteine 
di  riserva  energetica  coinvolta  nella  maturazione  degli  ovociti  [45].  Il  suo  ruolo 
fisiologico infatti è quello di bloccare lo sviluppo delle gonadi quando le condizioni 
ambientali  non sono adatte per la riproduzione o negli  individui giovanili:  in questo 
caso la sua presenza garantisce il raggiungimento di una certa taglia corporea prima che 
avvenga la maturazione sessuale [46]. 
Per contro, quando i suoi livelli ematici calano, si innescano tutte le risposte fisiologiche 
che portano allo sviluppo delle gonadi e, in ultima analisi, alla riproduzione.
Attualmente  negli  allevamenti  di  crostacei,  soprattutto  peneidi,  per  ottenere  un 
abbassamento dei livelli di GIH/VIH endogeni,  viene adottata la pratica dell'ablazione 
unilaterale  del  peduncolo  oculare  allo  scopo  di  indurre,  in  individui  sessualmente 
sviluppati, la maturazione finale delle gonadi.
Nonostante tutte le conoscenze finora accumulate, rimangono ancora molte questioni 
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irrisolte su questo ormone: in particolare, non è ancora chiaro se possa avere anche altri 
ruoli  fisiologici  e quale sia il  suo meccanismo d'azione.  Per il  momento sono tre le 
ipotesi più plausibili [47]:
– GIH/VIH agisce direttamente sugli oociti inibendo l'uptake di Vitellogenina o la 
sintesi di proteine del tuorlo;
– GIH/VIH  inibisce  il  rilascio  dagli  organi  neuroemali  di  alcuni  fattori, 
collettivamente  chiamati  Gonad  Stimulating  Hormone,  GSH  che  avrebbero 
un'azione stimolatoria sulle gonadi;
– VIH  lega  direttamente  la  Vitellogenina,  impedendo  il  suo  legame  con  il 




La  plasticità  del  ciclo  biologico  e  la  notevole  adattabilità  alle  diverse  condizioni 
ambientali hanno permesso a Procambarus clarkii (P. clarkii) di colonizzare moltissimi 
habitat,  stabilendo  popolazioni  naturalizzate  in  tutti  i  continenti  ad  eccezione  di 
Antartide e Australia [7]. Tale plasticità lascia numerose questioni aperte in merito alla 
biologia riproduttiva di questa specie. Dalla letteratura americana si apprende che  P. 
clarkii è una specie che vive in acque calde con forti fluttuazioni stagionali e fondo 
fangoso. Ha un optimum di temperatura che va dai 21 ai 27°C anche se solo al di sotto 
dei 12°C la crescita risulta bloccata [23] e, negli Stati Uniti meridionali, le popolazioni 
si riproducono tutto l'anno. In Europa si possono trovare diversi lavori che indagano gli 
aspetti  della  biologia  riproduttiva  di  questa  specie,  tutti  in  massima  parte  svolti  in 
Spagna  [1] [2] [3] o Portogallo  [4] [5] [6] mentre in Italia tale attività è stata svolta 
quasi esclusivamente nella regione Toscana  [8] [9] [10] [11] [7]. Nell'ottica di attuare 
una politica di gestione e controllo di questa specie, una delle necessità più importanti è 
quella di conoscere con precisione il periodo riproduttivo, le dinamiche e le condizioni 
favorevoli alla riproduzione stessa. Comparando i risultati dei diversi gruppi di ricerca 
si  possono  facilmente  notare  delle  evidenti  differenze  nei  periodi  riproduttivi  degli 
animali, a seconda del luogo in cui sono state fatte le ricerche [28].  Perciò, i differenti 
risultati  esposti  nei  vari  lavori  scientifici,  ci  hanno  spinto  a  ipotizzare  che  le 
informazioni in essi riportate potevano non rispecchiare la realtà della regione Friuli 
Venezia  Giulia  (FVG) a causa  soprattutto  delle  differenze climatiche  tra  tutti  questi 
luoghi.  Nell'ottica di fare  luce su alcuni aspetti  della biologia riproduttiva di questa 
specie  invasiva  nella  regione  FVG e  indagare  la  possibilità  di  sviluppare  nuove 
metodiche per il contenimento di questa specie invasiva, nel presente lavoro di tesi si è 
voluto:
1)  monitorare  la  condizione  riproduttiva  di  una  popolazione  attraverso  il 
campionamento in natura; successivamente, eseguire su tali animali l'analisi degli indici 
morfometrici GSI ed HSI e della fecondità; e quindi procedere all'analisi istologica del 
tessuto ovarico;
2)  approfondire il ruolo fisiologico dell'Ormone Gonado-Inibitorio, GIH, tramite un 
esperimento di RNA-interference [49], con iniezioni ripetute di dsRNA codificante per 
una  porzione  C-terminale  di  tale  ormone  e  quantificare  l'espressione  genica  delle 
Vitellogenine, Vg, le principali proteine di riserva energetica. 
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MATERIALI E METODI
Tutti gli esemplari di Procambarus clarkii (P. clarkii) utilizzati per il lavoro di tesi sono 
stati catturati presso il Canale del Brancolo (45°46' N, 13°30' E) sito nel comune di 
Staranzano in provincia di Gorizia, Friuli Venezia Giulia (FVG), Italia (figura 6A). Si 
tratta  di  un canale navigabile  artificiale  che,  assieme ad una  serie  di  canali  minori,  
scarica le acque di risorgiva raccolte ad oriente del fiume Isonzo, nel bacino di Panzano 
all'interno della  sezione  nord occidentale  del  Golfo  di  Trieste  [50].  Il  canale  scorre 
parallelo alla linea di costa e delimita a sud un'area sottoposta a bonifica che viene 
chiamata Bonifica del Brancolo. Tutta l'area di bonifica è posta, mediamente, un metro 
al  di  sotto  del  livello  del  mare.  Per  impedire  alle  acque  di  inondare  l'area  è  stato 
costruito un sistema di canali che raccolgono tutta l'acqua e la convogliano a una serie 
di idrovore. Durante i periodi secchi le idrovore vengono mantenute accese per circa 20 
ore al  giorno, assicurando un efflusso di acqua di 800 litri  al  secondo; tuttavia,  nei 
periodi di pioggia, per mantenere asciutta l'area, è possibile arrivare sino a 5400 litri al 
secondo. La presenza di acque salate all'interno dell'area di bonifica è testimoniata dai 
segni dell'escursione di marea, chiaramente visibile lungo i canneti che costeggiano il 
Canale del Brancolo e anche dalla presenza di “risorgive” poste sul letto dei canali e 
costituite da pozzi di sabbia da cui è possibile vedere la continua fuoriuscita di acqua 
salata (figura 6C). 
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L'attività di trappolaggio, effettuata a cadenze regolari a partire da marzo 2013 sino a 
ottobre  2013,  è  stata  attuata  dai  volontari  dell'Ente  Tutela  Pesca  FVG  con  nasse 
immerse nel canale e lasciate in posizione 48 ore prima del loro recupero. Come esca è 
stato impiegato del cibo per animali in scatola. Nel periodo da maggio a settembre, in 
corrispondenza della presunta stagione riproduttiva, i campionamenti hanno avuto una 
frequenza  bisettimanale,  per  poter  meglio  monitorare  l'andamento  della  maturazione 
degli ovari. 
Una volta presi,  gli animali sono stati portati presso i laboratori del Dipartimento di 
Scienze della Vita dell'Università di Trieste dove sono stati dapprima divisi per sesso e 
quindi  stabulati  in  acquari  di  120  litri  dotati  di  filtri  ed  aeratori.  La  stanza  di 
stabulazione  era  isolata  dal  resto  dell'edificio  e  regolata  termicamente  da  un 
climatizzatore impostato a 22°C; il fotoperiodo era impostato a 14 ore di luce e 10 ore 
di buio. Agli  animali  in stabulazione veniva regolarmente cambiata l'acqua e veniva 
somministrato del mangime in granuli tre volte a settimana.
Per ciascuna data di campionamento è stato posto in una delle nasse un termometro-
logger, Tinytag Aquatic 2 TG-4100 (marca Gemini Data Loggers) per ambienti esterni, 
in grado di misurare e registrare la temperatura ad intervalli di tempo prestabiliti, con 
una risoluzione di ±0,01°C. In seguito i dati registrati sul logger sono stati scaricati su 
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Figura  6:  Area  di  campionamento  nei  pressi  del  Canale  del  Brancolo  (45°46'  N, 
13°30'  E),  sito  nel  comune di Staranzano in provincia di Gorizia,  FVG, Italia.  A:  
Indicazione geografica del sito di campionamento. Nel dettaglio è indicata la stazione 
di  campionato,  evidenziata  con  il  pallino  rosso.  Tutta  l'area  a  sud  della  linea 
tratteggiata è posta mediamente 1 metro al di sotto del livello del mare e costituisce la 
Bonifica del Brancolo  B: Foto del canale. C: Particolare che mostra i pozzi di sabbia  
sul letto del canale da cui zampilla l'acqua proveniente dal mare.
computer con il software  Tinytag Explorer Software; in questo modo è stato possibile 
ottenere i valori delle temperature durante i giorni di campionamento che, alla fine di 
tutta l'attività di monitoraggio, hanno permesso di avere un andamento delle variazioni 
di temperatura nelle acque del canale nel corso dei sei mesi.
3.1 ATTIVITÀ DI MONITORAGGIO
Per  l'attività  di  monitoraggio  sono  stati  presi,  per  ogni  data  di  campionamento  14 
esemplari femmina scelti a caso e aventi una lunghezza, dal rostro al telson, tra i 10 e i 
12 cm.
Gli animali sono stati trattati secondo le normative etiche vigenti e quindi anestetizzati 
in ghiaccio prima di sottoporli a procedura sperimentale. 
Da ciascun esemplare sono state prese le seguenti misure:
– lunghezza del carapace dal rostro (in mm);
– lunghezza del carapace dall'occhio (in mm);
– lunghezza del corpo dal rostro al telson (in mm);
– peso umido dell'animale (in g);
– peso dell'epatopancreas (in g);
– peso dell'ovario (in g);
– è  stato  inoltre  annotato  lo  stadio  di  maturazione  delle  gonadi  basandosi  sul 
sistema  proposto  da  Romaire  &  Lutz,  1989  [3] [51] che  a  ciascun  ovario 
attribuisce  un  valore  compreso  tra  1  e  7  in  base  al  colore  e  all'aspetto  che 
presenta (tabella 1).
Per le misure di lunghezza è stato usato un calibro ventesimale con un errore assoluto di 
±0,1mm. 
Per la misura del peso totale dell'animale è stata usata una bilancia digitale con un errore 
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Tabella 1: Caratteristiche delle sette fasi di maturazione ovarica in esemplari femmina di P. clarkii. Da Romaire et al. 1989.
assoluto di ±0,1g.
Per  le  misure del  peso fresco di  ovario ed epatopancreas  è  stata  usata  una bilancia 
analitica di precisione con un errore assoluto di ±0,0001g.
Prima di prelevare l'ovario e l'epatopancreas,  per ridurre  la sensibilità  nocicettiva in 
ciasun animale  anestetizzato i  centri  nervosi  superiori  sono stati  disconnessi  tramite 
un'incisione  trasversale  effettuata  dietro  l'occhio.  Il  prelievo  dell'ovario  e 
dell'epatopancreas è avvenuto dopo aver praticato un'incisione longitudinale lungo la 
linea mediana dorsale del corpo che consente di aprire il carapace.
L'indice gonado-somatico, GSI, è stato calcolato come rapporto tra la massa del tessuto 
ovarico e la massa totale dell'organismo, secondo la seguente formula:
 
[gonad weight / total tissue weight] x 100
L'indice  epato-somatico,  HSI,  è  stato  calcolato  come  rapporto  tra  la  massa 
dell'epatopancreas e la massa totale dell'organismo:
[hepatopancreatic weight / total tissue weight] x 100
Questi  due indici  sono molto  usati  nella  ricerca  in  quanto  forniscono un'importante 
indicazione  sulle  condizioni  fisiologiche  dell'animale.  GSI  è  un  indice  dello  stadio 
maturativo dell'animale: infatti valori di GSI alti indicano che nelle gonadi le cellule 
germinali  stanno maturando con un conseguente ingrossamento dell'organo.  L'indice 
HSI  invece  fornisce  un'importante  indicazione  dello  status  di  riserva  energetica 
dell'organismo:  elevati  valori  dell'indice  sono  un  indizio  dell'accumulo  di  riserve 
energetiche nell'epatopancreas, mentre valori più bassi indicano una mobilitazione delle 
riserve  verso altri  tessuti,  condizione  che tipicamente si  verifica  con l'avvento  della 
stagione riproduttiva, quando le energie vengono mobilitate per far fronte allo sviluppo 
del tessuto gonadico. 
Per la rappresentazione grafica dell'andamento di tali indici sono stati utilizzati i box 
and whiskers plot. Tale rappresentazione è costituita da un rettangolo da cui escono due 
segmenti: il  rettangolo è delimitato dal primo e dal terzo quartile ed è diviso al suo 
interno dalla mediana; i segmenti tratteggiati (i baffi) sono invece delimitati dal minimo 
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e massimo dei valori.
3.1.1 VALUTAZIONE DELLA FECONDITÀ E DIMENSIONI DEGLI OVOCITI
Il  numero  di  ovociti  vitellogenici  che  una  femmina  è  in  grado  di  far  sviluppare  è 
definito come la fecondità potenziale e si riferisce al numero di cellule uovo presenti 
nell'ovario prima della deposizione [52]. Tale parametro fornisce una stima teorica del 
numero massimo di individui che una singola femmina è in grado di generare e può 
variare  nelle  diverse popolazioni  in quanto dipende da tutta  una serie  di  condizioni 
ambientali e biologiche, come ad esempio la quantità di cibo a disposizione; permette di 
confrontare  le  potenzialità  riproduttive  di  differenti  popolazioni  e  quindi  stabilire 
indirettamente  quanto  l'habitat  colonizzato  sia  favorevole  alla  specie.  La  fecondità 
potenziale  (Fp)  è  stata  calcolata  utilizzando  il  metodo  gravimetrico:  da  un  ovario 
conservato in alcool 70% è stata presa una sezione che contenesse un singolo strato di 
ovociti.  Tale  sezione  è  stata  pesata,  messa su un vetrino e  quindi  scannerizzata  per 
ottenerne un'immagine digitale. In seguito è stato contato il numero di ovociti presenti 
nella sezione e, con l'uso del programma grafico open source ImageJ ver. 1.48b (Wayne 
Rasband – National Institutes of Health, USA disponibile su: http://imagej.nih.gov/ij ), 
sono stati misurati i diametri di tali ovociti. Il valore di fecondità potenziale (Fp), è stato 
ottenuto tramite la seguente formula:
Fp = (WO / WS) * N
dove WO è il peso in grammi dell'ovario dissecato, WS è il peso della sezione e N è il 
numero di ovociti vitellogenici presenti sulla sezione. 
3.1.2 ANALISI ISTOLOGICA
Per  ogni  campionamento,  campioni  di  tessuto  ovarico  prelevati  da  due  esemplari, 
rappresentativi dello stadio di maturazione gonadico della coorte esaminata, sono stati 
dissecati dalla medesima regione dell'ovario e sono stati fissati con soluzione fissativa 
SPAFG (Ermak, T., e Eakin RM 1976) la cui composizione iniziale era paraformaleide 
all'1,6%; glutaraldeide al 2,5%; acido picrico; PBS 1x, successivamente modificata con 
l'aggiunta di saccarosio per rendere la soluzione leggermente più ipertonica e lasciati 
nella soluzione a temperatura ambiente per almeno 24 ore. Sono stati quindi lavati con 
soluzione  disidratante  (etanolo  a  concentrazioni  crescenti)  e  inclusi  in  L-R  White 
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SIGMA-ALDRICH,  una  resina  acrilica  a  bassa  viscosità  in  cui  la  reazione  di 
polimerizzazione avviene a 52°C per un tempo non inferiore a 24 ore e per questo i 
campioni sono stati collocati singolarmente in capsule di gelatina, Gelatin Capsule size 
000 (Electron Microscopy Sciences), quindi le capsule sono state riempite con resina, 
chiuse e collocate in forno per almeno 24 ore.
Il  taglio dei campioni inclusi  è avvenuto tramite l'uso di un ultramicrotomo Pabisch 
TOP Ultra 150 con lama di cristallo. Le sezioni di 1 μm così ottenute sono state raccolte 
su una vaschetta piena di acqua e disposte su un vetrino, dove sono state colorate con 
Blu di Toluidina prima di essere osservate al microscopio ottico Olympus BX50.
Le sezioni sono state fotografate con una macchina fotografica Olympus Digital Camera 
E-P1 e le successive elaborazioni delle immagini sono state realizzate con i software 
open-source  GIMP  (versione  2.6.8;  disponibile  su  http://www.gimp.org/)  e  con  il 
software open-source ImageJ (ver. 1.48b).
3.2 RNA INTERFERENCE
3.2.1 ESPERIMENTO DI RNA-INTERFERENCE
Gli animali usati per l'esperimento di silenziamento genico sono stati catturati in data 13 
giugno 2013. Si tratta di esemplari femmina, nella forma F1 con il colore del corpo 
dalla tinta uniforme rosso scuro e le chele ingrandite, robuste e dotate di “spine” [21], 
che presentavano una lunghezza totale del corpo, dal rostro al telson, compresa tra 9 e 
11 cm: tale lunghezza dell'animale è indice di una adeguata maturità sessuale necessaria 
per  un'adeguata  risposta  al  silenziamento  e  di  una dimensione  tale  da consentire  di 
iniettare una dose non troppo elevata di dsRNA. 
Gli animali utilizzati sono stati lasciati ad acclimatare in acquari di 120 l con filtri per 
l'acqua ed aeratori per almeno 5 giorni. Per tutta la durata dell'esperimento sono stati 
effettuati  cambi  regolari  dell'acqua e  agli  animali  è  stato  fornito  cibo  specifico  per 
gamberi ogni 2 giorni. 
La  stanza  di  stabulazione  era  isolata  termicamente  dal  resto  dell'edificio  e  la 
temperatura era regolata da un climatizzatore tarato a 22°C; il fotoperiodo era impostato 
a 14 ore di luce e 10 ore di buio.
Gli esemplari, 26 in tutto, sono stati divisi in tre gruppi ciascuno dei quali ha subito un 
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trattamento  sperimentale  diverso:  il  primo  conteneva  gli  animali  iniettati  con  Gih 
dsRNA (iRNA, n=9); il  secondo animali  iniettati  con una soluzione salina isotonica 
all'emolinfa dei crostacei di acqua dolce (S, n=9); il terzo animali che avevano subito 
l'ablazione bilaterale dei peduncoli oculari (ESA, n=8) affinchè lo sviluppo gonadico 
avvenisse artificialmente in seguito alla riduzione del GIH endogeno (come già riportato 
da Panouse nel 1944 [44]).
Per tutta la durata dell'esperimento gli animali di ciascun gruppo sono stati tenuti nello 
stesso acquario (per garantire che tutti si trovassero nelle stesse condizioni chimico-
fisiche),  ma  sono  stati  posti  singolarmente  in  contenitori  forati,  semi  galleggianti  e 
chiusi da una rete a maglia grossa che permetteva il passaggio della luce. In tal modo gli 
animali  sono  stati  mantenuti  isolati  e  ciò  ha  permesso  di  prevenire  episodi  di 
cannibalismo qualora gli esemplari avessero fatto la muta. 
L'esperimento si  è protratto  per 14 giorni.  Gli  animali  iRNA e S a  giorni  alterni,  a 
partire dal primo giorno di esperimento,  sono stati sottoposti ad un'iniezione effettuata 
dorsalmente in corrispondenza dell'intersezione tra cefalotorace e addome di dsRNA (20 
μg/animale  in  100  μl  di  soluzione  fisiologica)  o  soluzione  fisiologica  (100  μl) 
rispettivamente.
Al  termine  dei  14  giorni  tutti  gli  animali  sono  stati  sottoposti  a  misurazioni 
morfometriche (vedi paragrafo 3.1) e da ciascuno di essi sono stati prelevati l'ovario, 
una  porzione  di  epatopancreas  e,  per  gli  animali  non  ablati,  i  peduncoli  oculari.  Il 
materiale  così ottenuto è stato congelato in  azoto liquido e mantenuto a -80°C fino 
all'analisi dell'espressione genica.
3.2.2 PREPARAZIONE DI Gih dsRNA
 
È stato utilizzato un frammento di Gih della  lunghezza di  circa 100 bp ottenuto in 
seguito ad una serie di reazioni di PCR che hanno amplificato cDNA da mRNA di Gih 
di peduncolo oculare di P. clarkii.  Il kit utilizzato è  PROMEGA GoTaq e i due primer 
specifici  per  Gih  (FOR:  CTACAACTCTGATTTCCTGTGGT;  REV: 
TACTGATCCAGCGCTTGAATTGC).  I  primer  specifici  per  Gih  avevano legato  un 
particolare promoter, il T7 RNA Polymerase promoter, avente questa sequenza:
5'-TAATACGACTCACTATAG*gg-3'. 
G* sarà la prima base del trascritto di RNA.
Questa  sequenza  viene  riconosciuta  dalla  RNA-polimerasi  specifica  del  kit 
TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Scientific Waltham, MA, USA) 
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che vi si appaia e inizia così la sintesi di dsRNA. Nei nostri esperimenti la reazione è 
avvenuta, seguendo le indicazioni del produttore e lasciando il tutto ad incubare a 37°C 
overnight in 20 μl di soluzione.
La preparazione di dsRNA è stata ultimata il giorno successivo compiendo i seguenti 
passaggi che prevedono modificazioni rispetto alle istruzioni fornite dal produttore: 
– aggiunta di 2 μl di DNAse I alla soluzione, lasciando il tutto per 20 min a 37°C;
– aggiunta di 2 μl di EDTA 0.5 M, lasciando per 10 min a 65°C;
– aggiunta di 2 μl di AcONa 3 M e vortexare;
– aggiunta di 6 μl di EtOH (96-100%), vortexando e lasciando per un'ora a -80°C;
– centrifuga per 5 min a 13000 x g;
– ripetizione per tre volte dei seguenti passaggi:
– eliminazione del surnatante;
– lavaggio con 1 ml di EtOH 70%;
– centrifuga per 5 min a 13000 x g; 
–  essicazione del pellet e sua risospensione in 100 μl di acqua RNAsi free.
Il  successivo annealing del RNA è avvenuto a 70°C per 5 min. Il campione è stato 
quindi aliquotato e conservato a -80°C.
3.2.3 ESTRAZIONE DI RNA E PURIFICAZIONE
Dai campioni di tessuto ovarico, epatopancreatico e di peduncolo oculare congelati è 
stato estratto l'RNA totale utilizzando il TRI® Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) seguendo le istruzioni riportate dal produttore. 
L'RNA estratto da peduncolo oculare è stato sottoposto a purificazione su colonnina, 
utilizzando il kit RNA Clean & ConcentratorTM-25, ZYMO RESEARCH, secondo le 
disposizioni fornite dal produttore e quindi è stata verificata l'integrità dell'RNA prima 
di procedere con la retrotrascrizione mediante il kit Agilent RNA 6000 Nano Kit Guide 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), seguendo le istruzioni del produttore: il 
test analizza la fluorescenza emessa dal campione di RNA, opportunamente marcato 
fornendo un elettroferogramma dal quale è possibile capire se il campione è degradato o 
no.
L'integrità dell'RNA estratto dai campioni di epatopancreas ed ovario è stata controllata 
mediante corsa elettroforetica su gel. 
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3.2.4 QUANTIFICAZIONE DEL RNA E RETROTRASCRIZIONE
Prima  di  procedere  alla  retrotrascrizione,  i  campioni  sono  stati  quantificati  per 
conoscere la concentrazione di RNA in ciascun campione con lo strumento NanoDrop 
della Thermo Scientific.
Una  volta  quantificati,  2  μg  di  RNA di  ciascun  campione  sono  stati  retrotrascritti 
utilizzando il kit commerciale M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, 
USA), procedendo secondo le istruzioni fornite dal produttore.
Per le reazioni è stata usata una miscela di due primer: l'oligo dT, usato per amplificare 
RNA messaggeri dotati di coda di poliA, e il random primer (o hexamers). I campioni 
non  sono  stati  retrotrascritti  con  primer  specifici,  in  quanto  per  ciascun  campione 
sarebbero servite 2 distinte reazioni di retrotrascrizione.
Dal  momento  che  il  manuale  di  utilizzo  del  kit  M-MLV  prevedeva  due  diverse 
temperature  di  incubazione,  a  seconda  che  si  fossero  usati  random  primers  o  altri 
primer, il profilo termico deciso per la reazione è stato il seguente:
– 37°C per 30 min;
– 42°C per 60 min;
3.2.5 REAL-TIME PCR
Per analizzare l'espressione genica ciascun campione,  in precedenza retrotrascritto,  è 
stato sottoposto a PCR quantitativa, RT-qPCR.
I primer, specifici per P. clarkii, sono stati disegnati con il programma on-line Primer3 
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/) e sono elencati nella tabella 2:
Le reazioni sono state eseguite nel termociclatore CFX96 Real-Time PCR (Bio Rad, 
Hercules,  CA,  USA)  usando  la  SYBR  Green  Supermix  (Bio  Rad)  e  seguendo  le 
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indicazioni riportate dal produttore. È stata preparata una mastermix utilizzando 7,5 ml 
SYBR  Green  Supermix  (200  mM  dNTP,  5  mM  MgCl2,  3,75  U  iTaqTM  DNA 
polimerasi), 0,5 μg / μL di cDNA, 300 nM di ciascun primer e RNase-free H2O. Le 
reazioni  sono  state  eseguite  su  piastre  PCR  MICROPLATE-96  Well  (AXYGEN 
Scientific) con il seguente profilo termico: 
– 3 min a 95°C;
– per 40 volte:
– 95°C per 5 sec;
– 56°C per 10 sec;
– 72°C per 20 sec; 
– Melt curve: da 65°C a 95°C con incremento di 0,5°C ogni 5 sec.
Tutti i campioni sono stati testati con due diversi primer: uno specifico per il target di 
analisi (Gih o Vitellogenine, Vg, a seconda del tipo di campione) e l'altro  per il gene 
reference (la β-Actina di P. clarkii [53]). Per ciascun campione da analizzare sono state 
fatte tre repliche tecniche in modo da minimizzare eventuali errori manuali durante la 
procedura di preparazione della piastra. In totale sono state utilizzate 3 piastre, ognuna 
contenente tutti i templati appartenenti alla stessa tipologia di tessuto, così da garantire 
l'uniformità delle condizioni sperimentali. 
Come prima cosa le efficienze di amplificazione di ogni PCR sono state calcolate con il 
programma LinReg,  [54], utilizzando le impostazioni di default, al fine di assicurarsi 
che le efficienze tra i  primer utilizzati non differissero di più del 5%. Quindi i dati  
ottenuti dalle qRT-PCR sono stati analizzati ed elaborati con il software Bio Rad CFX 
Manager  (versione  1.0.1035.131)  utilizzando  le  impostazioni  di  default.  I  valori  di 
amplificazione dei campioni trattati con dsRNA sono state comparati con quelle degli 
altri campioni (ablati e controlli) attraverso un metodo di quantificazione relativa [55]: i 
livelli di espressione di ciascun gene sono stati normalizzati ai valori di espressione del 
gene reference.
Con  analisi  RT-qPCR  è  stato  anche  accertato  l'effettivo  silenziamento  di  Gih  nei 
campioni di peduncolo oculare del gruppo di controllo S e in quello iRNA.
3.3 ANALISI STATISTICA
Tutti i dati sono stati espressi come medie ± ES. Poiché i dati ottenuti non sono risultati 
distribuiti  normalmente (test  Smirnov-Kolmogorov)  le  comparazioni  tra  gruppi  sono 
state  eseguite  con  il  test  non  parametrico  Kruskal-Wallis  ponendo  il  limite  di 





4.1 ATTIVITÀ DI MONITORAGGIO
Durante  l'attività  di  monitoraggio  della  popolazione  sono  stati  effettuati  14 
campionamenti da marzo 2013 fino a ottobre 2013. In totale sono stati catturati 1411 
animali, di cui 560 femmine e 851 maschi, con una sex ratio complessiva di 1 : 1,51 in 
favore dei maschi. 
Gli esemplari catturati durante i campionamenti sono serviti per approfondire le nostre 
conoscenze in merito alla biologia riproduttiva di questa specie. Durante l'attività  di 
monitoraggio sono stati  presi in considerazione alcuni parametri che sono stati riportati 
in tabella 3.
Per  mantenere  sotto  osservazione  l'andamento  della  riproduzione  all'interno  della 
popolazione campionata si sono misurati  gli indici  gonado-somatico (GSI) ed epato-
somatico (HSI). L'andamento di tali indici, in relazione alle date di campionamento, è 
riportato nella figura 7.
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Tabella 3: Valori medi ± ES dei principali parametri considerati durante l'attività di monitoraggio lungo il Canale del Brancolo da 
marzo 2013 a ottobre 2013.  Le temperature dell'acqua sono state calcolate come la media di tutte le misurazioni registrate dal logger 
nell'arco delle 24 ore in cui lo strumento si trovava immerso nel canale.
GSI Medio HSI Medio
15/03/13 13,00 ± 0,02 36,2 ± 2,2 0,12 ± 0,02 2,01 ± 0,01 0,31 ± 0,05 5,68 ± 0,32 NA
17/04/13 15,20 ± 0,12 34,1 ± 2,0 0,19 ± 0,11 2,16 ± 0,12 0,46 ± 0,05 6,51 ± 0,38 NA
07/05/13 15,40 ± 0,18 33,5 ± 1,4 0,10 ± 0,04 2,57 ± 0,13 0,29 ± 0,14 7,67 ± 0,24 NA
22/05/13 16,10 ± 0,09 47,3 ± 4,3 0,14 ± 0,01 3,53 ± 0,37 0,31 ± 0,04 7,39 ± 0,19 NA
05/06/13 15,50 ± 0,60 35,2 ± 2,0 0,13 ± 0,02 2,80 ± 0,17 0,36 ± 0,06 7,98 ± 0,22 4,0
13/06/13 15,28 ± 0,12 41,1 ± 2,2 0,16 ± 0,02 3,40 ± 0,19 0,39 ± 0,05 8,30 ± 0,28 4,3
26/06/13 16,82 ± 0,23 31,2 ± 1,7 0,14 ± 0,03 2,42 ± 0,13 0,41 ± 0,08 7,75 ± 0,21 4,2
10/07/13 14,56 ± 0,05 33,9 ± 2,1 0,12 ± 0,02 2,49 ± 0,18 0,36 ± 0,06 7,29 ± 0,30 4,0
22/07/13 15,42 ± 0,04 28,3 ± 1,6 0,17 ± 0,02 2,33 ± 0,15 0,59 ± 0,07 8,21 ± 0,27 4,5
07/08/13 14,40 ± 0,02 40,1 ± 2,2 0,40 ± 0,10 3,07 ± 0,19 0,98 ± 0,23 7,67 ± 0,30 5,0
22/08/13 14,61 ± 0,09 34,8 ± 1,4 0,26 ± 0,04 2,42 ± 0,13 0,72 ± 0,12 6,91 ± 0,21 4,9
05/09/13 14,51 ± 0,02 31,1 ± 2,0 0,17 ± 0,02 2,35 ± 0,16 0,56 ± 0,08 7,58 ± 0,28 4,8
25/09/13 14,36 ± 0,03 32,6 ± 1,0 0,15 ± 0,03 2,07 ± 0,15 0,48 ± 0,12 6,33 ± 0,39 3,0














Figura 7: Rappresentazione grafica tramite box and whiskers plot dei valori di GSI (A) e HSI (B) nelle varie  
date di campionamento. I cerchi più piccoli costituiscono valori out-layer.  La linea verde indica il  valore 
medio  di  GSI  e  HSI,  rispettivamente,  calcolati  su  tutti  i  valori  registrati  durante  tutta  l’attività  di 
campionamento. La distanza tra i box lungo l'asse X è proporzionale ai giorni trascorsi tra un campionamento 
e l'altro.
Il GSI medio riscontrato durante tutta l'attività di campionamento è di 0,47 (linea verde, 
figura  7A)  e  il  valore  minimo  e  massimo  registrati  sono  rispettivamente  di  0,03 
(campionamento del 10 luglio) e 3,75 (campionamento di aprile). Solamente le mediane 
di 4 date di campionamento su 14 si collocano al di sopra della media generale (dal 22 
aprile  al  5  settembre).  Sempre  nel  medesimo  periodo  è  inoltre  presente  un'elevata 
dispersione dei valori di GSI nelle singole date di campionamento e questo indica una 
grande variabilità interindividuale all'interno della popolazione campionata. In generale, 
le mediane di GSI si mantengono su valori inferiori a 0,65 durante tutto il periodo di 
campionamento e la media raggiunge un valore massimo di 0,98 il 7 agosto. 
Per quanto riguarda l'indice HSI, che fornisce un'importante indicazione sullo status di 
riserva  energetica  nell'organismo  (per  ulteriori  riferimenti  si  veda  il  paragrafo  “3.1 
Attività di monitoraggio”), il valore medio durante tutta l'attività di campionamento è di 
7,23  (linea  verde,  figura  7B)  e  il  valore  minimo  e  massimo  registrati  sono 
rispettivamente  di  3,92  (campionamento  di  marzo)  e  10,37  (campionamento  del  5 
giugno). Anche per quanto riguarda i valori di HSI la popolazione è caratterizzata da 
una grande variabilità interindividuale (come si può notare dagli indici di dispersione e 
di  posizione presenti  nei  box plot  della  figura 7).  L'indice HSI cresce da un valore 
medio di 5,68 di marzo fino a giugno, raggiungendo un valore di 8,30; quindi si assesta 
attorno a tale valore fino alla fine di agosto quando inizia a calare raggiungendo un 
valore di 5,73 all'inizio di ottobre. 
Nel corso dei campionamenti del 25 settembre e del 10 ottobre sono state catturate in 
totale  7  femmine  con  uova  in  avanzato  stadio  di  sviluppo,  che  si  sono  schiuse  in 
laboratorio 2 giorni dopo la cattura, o con la presenza di giovanili adesi ai pleopodi.
Le  temperature  medie  dell'acqua  misurate  durante  l'attività  di  campionamento  sono 
comprese in un intervallo piuttosto ristretto, con il valore minimo di 11°C registrato a 
marzo,  il  valore massimo di  16,8°C registrato a  fine giugno e con una temperatura 
media di 14,9°C calcolata per l'intero intervallo di campionamento.  Dai dati  raccolti 
nella tabella 3, si può notare come le temperature permangono più o meno costanti, 
nonostante si  siano avvicendate,  durante l'arco di tempo del campionamento,  la fine 
dell'inverno, la primavera e l'estate. Questo fattore deriva da una caratteristica peculiare 
della zona di campionamento ed è dovuto ad infiltrazioni di acqua fredda e salata che 
entra  nel  canale  tramite  una serie  di  “risorgive” poste  sul  letto  del  corso d'acqua e 
costituite da pozzi di sabbia da cui gorgoglia l'acqua marina.  
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4.1.1 VALUTAZIONE DELLA FECONDITÀ E DIMENSIONI DEGLI OVOCITI
La  fecondità  potenziale  è  intesa  come  il  numero  di  oociti  vitellogenici  presenti 
nell'ovario prima della deposizione delle uova [52]; fornisce quindi un valore di quante 
cellule uovo una femmina è in grado di portare a completa maturazione per un unico 
evento di deposizione. 
Il  diametro degli  ovociti  è  utile  in  quanto fornisce un'indicazione morfologica delle 
dimensioni cellulari ed è direttamente correlato allo stadio di maturazione ovocitaria. 
Gli ovari di 2 individui per ciascuna data di campionamento, catturati nel periodo dal 22 
luglio al 6 settembre,  sono stati utilizzati  per indagare il diametro degli  ovociti e la 
fecondità potenziale della popolazione campionata. Tale periodo è stato scelto perchè in 
questo intervallo di tempo sono stati registrati i valori di GSI mediamente più alti (vedi 
figura 7A). Tutti i valori ottenuti sono riportati nella tabella 4:  
Il  valore  di  fecondità  potenziale  medio,  calcolato  considerando  i  valori  riportati  in 
tabella  4,  è  di  350  ±  63,  anche  se  la  fecondità  individuale  risulta  molto  variabile 
andando da un valore minimo di 50 (esemplare F) ad uno massimo di 567 (esemplare 
E). Tale variabilità è dovuta alle differenti condizioni fisiologiche e al differente stadio 
di maturità ovarica in cui si trovavano gli animali e si riflette anche nei valori di GSI 
che vanno da 0,32 a 2,97 (come si può anche notare  dagli indici di dispersione e di 
posizione presenti nei box plot della figura 7).
Il diametro degli ovociti risulta variabile in quanto è correlato alla maturazione della 
cellula uovo. I diametri minori si trovano nelle femmine con GSI minore (e quindi con 
ovario  più  immaturo),  con valori  che  vanno da 121 a  284  μm (esemplare  D).  Con 
l'aumentare del GSI si registra progressivamente un aumento delle dimensioni ovariche, 
con cellule che arrivano al diametro massimo di 532 μm in corrispondenza di GSI di 
31 
Tabella 4: Valori di Fecondità potenziale e diametro degli ovociti di alcuni esemplari femmina catturati durante i diversi 
campionamenti nel Canale del Brancolo (GO).  Il valore di fecondità potenziale è stato calcolato applicando il metodo 
gravimetrico  [52]. Il diametro minimo e massimo degli ovociti  sono stati  calcolati  analizzando le immagini con il  
programma grafico ImageJ ver. 1.48b (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)
A 22/lug 0,62 363 139 348
B 22/lug 0,55 501 135 402
C 05/ago 2,97 551 532 697
D 05/ago 0,32 225 121 284
E 22/ago 1,05 567 201 532
F 22/ago 0,41 50 131 450
G 06/set 0,37 270 157 450













1,05 (esemplare E) e cellule che raggiungono i 697 μm con GSI di 2,97 (esemplare C).
4.1.2 ANALISI ISTOLOGICA
Per ogni campionamento (si veda la tabella 3 per le date), porzioni di ovario derivanti da 
due diversi esemplari che erano rappresentativi dello stadio di maturazione gonadico 
degli  organismi  campionati,  sono  state  incluse  in  resina  e  tagliate  con  un 
ultramicrotomo per procedere all'analisi istologica al microscopio. 
L'arco di tempo durante il quale sono stati campionati gli animali ci ha permesso di 
includere in resina tessuti ovarici a differenti stadi di maturazione. 
Sono state create 2 tavole istologiche (tavola 1 e 2) unendo foto di sezioni di ovari 
differenti,  con  lo  scopo  di  mostrare  alcune  delle  caratteristiche  istologiche  che 
contraddistinguono l'ovario e gli ovociti di Procambarus clarkii (P. clarkii). 
La tavola istologica 1 illustra i quadri di diverse fasi di maturazione oocitaria in sezione 
trasversale ordinati secondo un gradiente crescente di maturazione.
La tavola istologica 2 invece mostra alcune strutture presenti nell'ovario di P. clarkii.
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L'immagine della tavola 1A mostra un ovario contenente principalmente oociti in fase di 
vitellogenesi  precoce  [30].  Il  diametro  da  noi  misurato  negli  oociti  all'inizio  della 
vitellogenesi primaria in sezione varia da un minimo di 160 μm a un massimo di 300 
μm e il diametro dei nuclei va da 27  μm a 84  μm. Le cellule presentano un nucleo 
centrale di forma circolare in cui si evidenziano fino a 12 nucleoli, con un diametro fino 
a  7  μm,  situati  in  prossimità  del  versante  interno  della  membrana  nucleare  e  che 
risultano  ben  visibili  in  quanto  intensamente  colorabili.  Il  citoplasma  è  perlopiù 
omogeneo  ma  nella  regione  perinucleare  si  possono  apprezzare  fini  granulazioni 
intensamente colorabili che presentano un diametro fino a 3 μm. 
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Tavola Istologica 1: P. clarkii. Sezioni trasversali semifini che illustrano diversi stadi oocitari. Le porzioni intensamente colorabili,  
interposte tra le cellule uovo, sono costituite da seni emolinfatici (stelle) e talvolta sono visibili degli emociti in sezione. A: Si può 
notare, nella regione periferica dell'organo, lo strato muscolare che circonda interamente l'ovario. Per la descrizione dei singoli 
quadri si veda il testo. Barra di calibrazione = 500 μm
Nell'immagine  della  tavola  1B  gli  oociti  presentano  un  citoplasma  maggiormente 
disomogeneo rispetto allo stadio precedente: nella porzione perinucleare le granulazioni 
sono  più  numerose,  anche  se  non  si  modificano  le  loro  dimensioni.  Inoltre  nel 
citoplasma sono presenti delle gocce lipidiche evidenziabili come vescicole bianche, in 
quanto le molecole lipofile vengono estratte durante il protocollo di disidratazione nella 
serie ascendente di alcoli per l'inclusione in resina. Nell'immagine della tavola 1C sono 
visibili ovociti che iniziano la vitellogenesi esogena. Essi presentano diametri da noi 
misurati che vanno da 300 fino ad un massimo di 430  μm, con nuclei posizionati al 
centro. La caratteristica più evidente è l'accumulo di materiale di riserva alla periferia 
della cellula, al di sotto della membrana plasmatica. Esso si presenta come una corona 
di granulazioni periferiche intensamente colorabili inframezzate da vescicole lipidiche. 
La corona di granuli rappresenta la componente proteica (essenzialmente Vitellogenine) 
captata per endocitosi mediata da recettori dai fluidi extracellulari che, per coalescenza, 
vanno a formare granulazioni di dimensioni via via sempre maggiori.  Esse mostrano 
delle dimensioni variabili comprese tra i 10 e i 50 μm2  e occupano ancora solo la parte 
periferica del citoplasma che nella sua porzione perinucleare mostra un aspetto perlopiù 
omogeneo. Il processo di vitellogenesi esogena è graduale, come testimoniato dai quadri 
di  accumulo  di  granulazioni  a  forma  di  semicerchio  che  “spingono”  dalla  zona 
periferica del citoplasma e si portano in direzione centripeta verso il nucleo (immagine 
1D). 
Con  il  progredire  della  vitellogenesi  gli  oociti  aumentano  ulteriormente  le  proprie 
dimensioni  arrivando  ad  avere  diametri  massimi  da  noi  misurati  di  590  μm  in 
vitellogenesi secondaria avanzata (immagine 1E) e di 1100 μm quando sono prossimi 
alla maturazione finale (immagine 1F); i granuli continuano i fenomeni di coalescenza e 
fondendosi formano granuli di dimensioni più grandi, che presentano un'area sino a 50 
μm2 in sezione in vitellogenesi avanzata (immagine 1E) e 3500 μm2 quando gli oociti 
sono prossimi alla  maturità  finale  (immagine 1F).  Il  tuorlo in  queste  fasi  occupa la 
maggior parte del volume cellulare e il citoplasma libero si riduce ad una sottile fascia 
attorno al nucleo (immagine 1F). 
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La tavola istologica 2 mostra alcuni particolari citologici presenti nell'ovario. 
Nella tavola 2A e 2B è possibile osservare il germinario, la struttura che costituisce la 
porzione germinale dell'ovario. È costituita da epitelio ovarico e contiene cellule che nei 
nostri  campioni  avevano un diametro compreso tra 14 e  31  μm. Nel dettaglio della 
tavola 2B si può vedere che il germinario contiene 2 popolazioni cellulari, gli oogoni 
(che  daranno  origine  agli  oociti)  e  le  cellule  somatiche  interstiziali  (indicate  con 
triangoli)  [29],  distinguibili  dai  primi  in  quanto  più  intensamente  colorabili.  Nella 
porzione  superiore  della  tavola  2B si  può vedere  un oocita  in  fase  iniziale  del  suo 
sviluppo (indicato con una stella) che ha già lasciato il germinario e verrà poi circondato 
dalle cellule follicolari. Al centro del germinario (indicato con una freccia) è possibile 
osservare due oogoni in avanzato stadio di divisione cellulare: il DNA sotto forma di 
cromatina  risulta  ben  visibile  in  entrambe  le  cellule  in  quanto  più  colorabile  del 
citoplasma  circostante;  le  membrane  cellulari  presentano  ancora  delle  zone  di 
connessione e i citoplasmi non sono ancora del tutto separati tra le due cellule. 
Nelle tavole 2C e 2D è possibile notare il rivestimento di cellule follicolari che ricopre 
interamente gli oociti quando lasciano il germinario. Al centro della sezione 2C si può 
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Tavola Istologica 2: P. clarkii. Sezioni trasversali semifini che illustrano alcuni particolari citologici presenti nell'ovario. A e B: Si 
può osservare il germinarium, la porzione germinale nell'ovario. B: La freccia indica due cellule in fase terminale di meiosi; i  
triangoli indicano le cellule somatiche interstiziali;  la stella indica un oocita in fase iniziale di sviluppo, dopo aver lasciato il  
germinario. C e D: Particolari sullo strato di cellule follicolari che ricoprono ciascun ovocita a partire dalle fasi iniziali del suo 
sviluppo sino alla deposizione; le frecce indicano le cellule follicolari. Per una descrizione delle sezioni si veda il testo. Barre di 
calibrazione: A = 500 μm; B = 30 μm; C e D = 300 μm.
notare un oocita sezionato secondo un piano tangenziale alla superficie sferica della 
cellula, nel quale si vede lo strato follicolare costituito da cellule dal diametro compreso 
tra 8 e 15 μm. La tasca oogenetica è composta da un singolo strato cellulare di cellule 
pavimentose (tavola 2D) che, è noto, durante il processo di vitellogenesi, si ispessiscono 
sino a diventare cubiche [30].
 
4.2 RNA INTERFERENCE
4.2.1 EFFETTI MORFOMETRICI DEL SILENZIAMENTO GENICO
Per analizzare il ruolo fisiologico di Gih è stata adottata la tecnica di RNA-Interference. 
L'RNAi è un processo di silenziamento genico che avviene a livello post-trascrizionale 
e costituisce un metodo molto efficace per studiare l'espressione e la funzione genica 
che  sfrutta  la  degradazione  degli  mRNA dotati  di  una  sequenza  affine  al  dsRNA 
iniettato [45] [49]. 
Sono stati utilizzati in tutto 26 gamberi femmina sessualmente maturi. Gli esemplari 
sono stati divisi in tre gruppi: iRNA, comprendente 9 animali femmina a cui è stato 
iniettato  dsRNA condificante  per  la  porzione  C-terminale  del  GIH;  Controllo/Sham 
Injection  –  S  –  9  animali  a  cui  è  stata  iniettata  una  soluzione  salina  di  controllo; 
Ablati/Eye  Stalk Ablation  –  ESA –  8  animali  di  controllo  a  cui  sono stati  rimossi 
bilateralmente i peduncoli oculari ma non hanno subito nessun tipo di iniezione.
L'esperimento di silenziamento si è protratto per 14 giorni, al termine dei quali tutti i 26 
animali  sono stati  sacrificati:  da 18 di essi  (gruppi S e iRNA) sono stati  prelevati  i 
peduncoli oculari; da tutti e 26 sono stati prelevati gli ovari e l'epatopancreas.
Con i dati anatomici ricavati da tutti gli animali è stata svolta un'indagine morfometrica 
tra  gli  esemplari  dei  diversi  gruppi  sperimentali.  In  aggiunta,  un  quarto  gruppo  di 
femmine, T0 (n = 11), senza aver subito alcun trattamento sono state sacrificate e da 
esse sono stati  estratti  gli  ovari  per  valutare lo  stadio iniziale  di  maturità  ovarica e 
l'epatopancreas per valutare lo status di riserva energetica dell'organismo (per ulteriori 
riferimenti si veda il paragrafo “3.1 Attività di monitoraggio”). I parametri considerati 
sono riportati in maniera riassuntiva nella tabella 5:
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Dall'indagine morfometrica emerge che il gruppo di animali sottoposti al silenziamento 
– iRNA – aveva il peso medio dell'ovario di 0,26g ±0,06; tale valore è più del doppio 
rispetto  ai  valori  medi  misurati  per  gli  altri  due  gruppi  sperimentali,  in  quanto  gli 
animali di controllo – S – avevano un peso medio di 0,12g ±0,03 e quelli ablati – ESA – 
di 0,10g ±0,02. 
Per  quanto riguarda  lo  stadio  di  maturità  ovarica  [51] (costruito  come una scala  di 
riferimento con il valore minimo di 1 e massimo di 7), il gruppo iRNA presenta il valore 
di 4,4 che è il più alto rispetto a tutti gli altri gruppi sperimentali. 
In tutti  gli animali ablati  – ESA – sono stati trovati  i  gastroliti,  strutture calcaree di 
deposito che si formano per riassorbimento del calcio derivante dalla cuticola, nei giorni 
immediatamente precedenti alla muta. La presenza di tali strutture indica che in questi 
animali l'ablazione dei peduncoli oculari ha innescato l'attivazione del ciclo della muta 
[56]. 
Per poter valutare meglio le variazioni i valori degli indici GSI e HSI sono stati graficati 
in figura 8. 
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Tabella 5: Valori medi ± ES dei parametri considerati per l'indagine morfometrica in animali sottoposti a silenziamento e in animali 
di controllo.  S, Sham Injection, controllo; iRNA, animali knock-out per il gene Gih; ESA, Eye Stalk Ablation, ablati; T0, stadio  
iniziale di maturità ovarica.
ESA 98,39 ± 2,66 24,17 ± 1,69 0,10 ± 0,02 1,42 ± 0,08
S 99,86 ± 2,99 24,75 ± 2,52 0,12 ± 0,03 1,63 ± 0,15
100,71 ± 2,26 27,70 ± 2,17 0,26 ± 0,06 1,86 ± 0,10
T0 115,22 ± 1,69 41,12 ± 2,19 0,16 ± 0,02 3,41 ± 0,19
GSI Medio HSI Medio Note
ESA 0,40 ± 0,10 5,97 ± 0,04 3,71
S 0,42 ± 0,09 6,70 ± 0,30 4,00
0,90 ± 0,19 6,80 ± 0,27 4,44













Gastroliti in 1 animale
iRNA Gastroliti assenti
Gastroliti assenti
Dall'indagine morfometrica (riassunta in tabella 5), il  gruppo di animali iniettati con 
dsRNA –  iRNA –  presentava  un'elevata  variabilità  interindividuale  passando  da  un 
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Figura 8: Rappresentazione grafica tramite box and whiskers plot dei valori di GSI (A) e HSI (B) 
nei diversi gruppi sperimentali. I pallini costituiscono valori out-layer. iRNA, animali knock-out 
per Gih; ESA, Eye Stalk Ablation,  ablati;  S, Sham Injection,  controllo; T0, stadio iniziale di 
maturità ovarica.
valore minimo di 0,22 a uno massimo di 1,97 e con un valore medio di GSI di 0,89 ±  
0,19; gli animali epeduncolati – ESA – avevano un valore medio di 0,40 ±  0,10; quelli 
di controllo – S – un valore medio di 0,42 ±  0,09 e quelli del gruppo di riferimento – T0 
–un valore di 0,39 ±  0,05. L'indice HSI medio per gli animali trattati – iRNA – era di 
6,84 ±  0,28; per gli animali epeduncolati – ESA – di 5,98 ±  0,04; per quelli di controllo 
– S – di 6,70 ±  0,31 e per quelli del gruppo di riferimento – T0 – di 8,30 ±  0,28.
L'analisi  statistica  applicata  per  il  confronto  tra  gruppi  non  evidenzia  differenze 
significative tra GSI nei 3 gruppi, ESA, S e iRNA (Kruskal-Wallis test, p-value= 0,14); 
tuttavia, 1/3 degli animali sottoposti al silenziamento ha valori di GSI superiori a 1,25 
mentre GSI nei T0 ha valori molto bassi (inferiore a 0,4). Per quanto riguarda l'indice 
HSI  l'analisi  statistica  applicata  per  il  confronto  tra  i  gruppi  ESA,  S  e  iRNA non 
evidenzia differenze significative (Kruskal-Wallis test, p-value= 0,21). 
Il gruppo ESA aveva un valore medio di HSI (5,98) più basso rispetto ai gruppi S e 
iRNA (valori  medi  rispettivamente  di  6,70  e  6,84);  tuttavia,  dal  momento  che  la 
riduzione delle dimensioni dell'epatopancreas non era accompagnata da un incremento 
delle dimensioni ovariche, è plausibile che in questi animali uno scompenso ormonale 
dovuto  all'ablazione  bilaterale  della  Ghiandola  del  Seno  e  conseguentemente 
l'abbassamento dei neuropeptidi in essa contenuti (cHH, GIH, MIH, PDH, RPCH), sia 
responsabile dei valori di HSI registrati. 
4.2.2 ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA MEDIANTE RT-qPCR
L'effetto fisiologico derivante dal silenziamento di Gih è stato successivamente indagato 
a livello di espressione genica, con PCR Real-Time quantitativa (RT-qPCR). 
Da tutti gli animali usati  è stato estratto l’mRNA totale dal tessuto ovarico, da quello 
epatopancreatico e dal peduncolo oculare. 
L'integrità dell’mRNA è stata valutata prima della retrotrascrizione in cDNA, in quanto 
campioni degradati o non purificati possono pregiudicare il risultato della qPCR [57]. 
La figura 9 mostra i gel degli mRNA dei diversi campioni impiegati nelle analisi di 
espressione  genica.  Il  gel  in  figura  9A è  stato  realizzato  utilizzando  il  macchinario 
Bioanalyzer (Agilent RNA 6000 Nano Kit). I gel in figura 9B e 9C derivano da corsa 
elettroforetica su gel di agarosio.
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Nella figura 9A, per ogni pozzetto del gel sono visibili (in merito all'elevata sensibilità 
di  cui è dotato lo strumento) le due bande che corrispondono alle subunità di RNA 
ribosomiale [58]. La nitidezza delle bande indica che l'RNA estratto da questi campioni 
era di buona qualità e poteva essere usato per l'analisi dell'espressione genica tramite 
indagine RT-qPCR.
Nella figura 9B e 9C si nota un'unica banda nella quale sono contenute entrambe le 
subunità  ribosomiali  in  quanto  il  procedimento  di  preparazione,  usato  con  questi 
campioni,  prevede la  loro denaturazione a  65°C e tale  azione causa la  rottura della 
subunità maggiore (a livello di un sito debole [59]) in due parti che migrano alla stessa 
altezza della subunità minore.
Complessivamente,  la  nitidezza  delle  bande nella  figura 9B e  9C indica  che l'RNA 
messaggero, estratto da questi campioni, era di buona qualità e poteva essere usato per 
l'analisi dell'espressione genica tramite indagine RT-qPCR.
Il gene housekeeping utilizzato in questo lavoro è stata la β-actina (per la sequenza del 
primer si veda la tabella 2) di P. clarkii [53]. 
Per le analisi sui campioni di peduncolo oculare, dove è stato confrontato il livello di 
espressione del gene Gih è stato adottato il metodo di quantificazione relativa ΔCt (dCt 
nelle figure) tramite la normalizzazione dei cicli soglia (Ct) del gene Gih con i cicli del 
gene β-actina [60]. La figura 10 mostra il grafico con l'espressione relativa di Gih nei 
peduncoli  oculari  del  gruppo  di  animali  sottoposti  al  silenziamento  (iRNA) e  degli 
animali di controllo (S).
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Figura 9: Gel di controllo per la verifica dell'integrità del RNA nei diversi tessuti: A = peduncolo oculare; 
B = ovario; C = epatopancreas. iRNA, Animali knock-out per Gih; ESA, Eye Stalk Ablation, ablati; S,  
Sham Injection, controllo.
Nei peduncoli oculari degli animali trattati con dsRNA l'espressione di Gih era ridotta a 
circa 1/3 rispetto ai peduncoli oculari negli animali di controllo, S. Questa riduzione dei 
livelli  di  Gih era frutto del silenziamento operato tramite l'iniezione di dsRNA e ha 
costituito il punto di partenza per le successive analisi sul ruolo fisiologico esercitato da 
tale  ormone  in  quanto  dimostra  il  successo  dell'interferenza  operato  sugli  animali. 
Successivamente la funzione fisiologica di GIH è stata approfondita andando a valutare 
i  livelli  di  espressione  delle  vitellogenine,  particolari  proteine  di  riserva  energetica 
prodotte negli ovari e nell'epatopancreas durante il processo di vitellogenesi [61] [62].
Per le analisi sui campioni di tessuto ovarico ed epatopancreatico sono stati analizzati i 
livelli di espressione del gene codificante per le vitellogenine (Vg) ed è stato adottato il 
metodo di quantificazione relativa ΔCt tramite la normalizzazione dei cicli soglia (Ct) 
del gene Vg con i cicli del gene codificante per la β-actina  [60]. La figura 11 mostra 
l'espressione di Vg rispettivamente negli ovari (figura 11A) e nell'epatopancreas (figura 
11B) degli animali di controllo – S –, di quelli ablati – ESA – e di quelli sottoposti a 
silenziamento – iRNA.
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Figura  10:  Espressione  relativa  di  Gih  nei  peduncoli  oculari  degli  animali  sottoposti 
all'esperimento. I valori di dCt (Δct nel testo) sono correlati con l'espressione del gene studiato. 
iRNA, animali knock-out per Gih; S, Sham Injection, controllo
Nell'ovario, gli animali sottoposti a silenziamento, iRNA, avevano un valore medio di 
espressione di Vg di -6,37 ± 2,11 e mostravano livelli di espressione invariati rispetto a 
quelli di controllo (ΔCt medio -5,92 ± 2,84), mentre invece, gli animali ablati, ESA, 
avevano un valore medio di 5,70 ± 3,20. L'analisi statistica applicata per il confronto tra 
più gruppi non ha evidenziato differenze significative tra i  ΔCt dei 3 gruppi, ESA S e 
iRNA (Kruskal-Wallis test, p-value= 0,10). 
Nell'epatopancreas  invece,  nonostante  la  variabilità  interindividuale,  Vg  è  risultato 
molto espresso nel gruppo di animali trattati con dsRNA: infatti per essi il valore medio 
di espressione era di 7,55  ± 2,16, mentre invece per gli animali dei gruppi ESA ed S le 
medie  erano  rispettivamente  di  1,13  ±  0,29  e  3,00  ±  1,52.  Per  quanto  riguarda 
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Figura  11:  Espressione  relativa  di  Vg.  A:  Espressione  nel  tessuto  ovarico.  B:  Espressione  nel  tessuto 
epatopancreatico.  iRNA, animali knock-out per Gih; ESA, Eye Stalk Ablation, ablati; S, Sham Injection, controllo
l'epatopancreas l'analisi statistica applicata per il confronto tra i gruppi ESA, S e iRNA 
non ha evidenziato differenze significative (Kruskal-Wallis test, p-value= 0,11).
43 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
La crescente preoccupazione della comunità scientifica in merito alle specie invasive e a 
tutti i potenziali danni che esse sono in grado di arrecare all'ambiente sta spingendo la 
Comunità  Europea a  finanziare tutta  una serie di  ricerche per  trovare dei metodi  in 
grado di limitare la diffusione di tali organismi. La specie aliena invasiva Procambarus  
clarkii (P. clarkii) è ad oggi diffusa in tutti i continenti ad eccezione dell'Australia e 
dell'Antartide e, a causa delle sue particolari caratteristiche biologiche ed etologiche, 
costituisce una delle maggiori minacce alla biodiversità degli habitat di acqua dolce e 
salmastra. 
Questo lavoro di tesi ha posto luce su alcuni aspetti della biologia riproduttiva di questa 
specie invasiva, focalizzando l'attenzione su una popolazione naturalizzata che risiede 
presso il Canale del Brancolo (GO) in Friuli Venezia Giulia.
Durante  la  prima parte  del  lavoro  tale  popolazione  è  stata  campionata  ad  intervalli 
regolari e sono state monitorate nel tempo le variazioni negli indici gonado-somatico 
(GSI) ed epato-somatico (HSI) per poter ottenere indicazioni sullo stadio di maturazione 
degli ovari e sull'andamento della riproduzione all'interno della popolazione (tabella 2, 
figura 7); alcuni esemplari femmina della popolazione campionata sono stati utilizzati 
per stimare la fecondità potenziale della popolazione oggetto di studio [52] (tabella 3) e 
per effettuare un'analisi istologica dell'ovario (tavola istologica 1 e 2). 
Nella seconda parte di questo lavoro di tesi si è voluto approfondire il ruolo fisiologico 
dell'ormone gonado-inibitorio, GIH, tramite un esperimento di RNA-interference [49], 
mediante l'iniezione, ripetuta per 14 giorni, di dsRNA, codificante per la porzione C-
terminale  di  tale  ormone.  Gli  effetti  del  silenziamento  ormonale  sono stati  indagati 
tramite l'analisi morfometrica, nella quale sono stati comparati gli indici GSI e HSI del 
gruppo di animali sottoposti al trattamento e dei gruppi di controllo (tabella 4, figura 8); 
e mediante la quantificazione dei geni codificanti per le vitellogenine, utillizzando RT-
qPCR (figura 10 e 11).
5.1 ATTIVITÀ DI MONITORAGGIO
La riproduzione della popolazione è stata monitorata tramite l'analisi degli indici GSI ed 
HSI. L'analisi ha evidenziato una serie di caratteristiche peculiari nella popolazione del 
FVG: per tutta la durata del campionamento (condotto da marzo 2013 sino a ottobre 
2013), le mediane di GSI si sono mantenute su valori inferiori a 0,65 e la media ha 
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raggiunto un valore massimo di  0,98 il  7  agosto;  i  valori  massimi  si  collocano nei 
campionamenti  di  fine  luglio/agosto  ma con valori  che  si  discostano  notelvolmente 
rispetto  ai  GSI  massimi  riportati  in  letteratura  per  le  femmine  di  P.  clarkii, che  si 
assestano  durante  il  periodo  riproduttivo  su  valori  medi  di  8-9  [63];  non  è  stata 
registrata  l'usuale  inversione  tra  i  valori  degli  indici  GSI  ed  HSI,  che  avviene  in 
corrispondenza del massimo grado di maturità,  quando le gonadi femminili  possono 
andare a occupare quasi tutta la cavità toracica racchiusa dal carapace  [63] a scapito 
dell'epatopancreas che è l'organo dove vengono accumulate le riserve energetiche cui le 
femmine attingono per sostenere la maturazione ovarica.
Dai dati ricavati durante i campionamenti, è emerso inoltre che questa popolazione del 
FVG  è  soggetta,  per  l'habitat  in  cui  vive,  a  due  fattori  ambientali  i  quali,  molto 
probabilmente, impediscono alle femmine di raggiungere GSI elevati, la temperatura e 
la  salinità;  infatti  la  massima  temperatura  registrata  sul  fondo del  canale  durante  il 
periodo  di  campionamento  è  stata  di  18,2°C,  una  temperatura  ben  al  di  sotto 
dell'optimum di crescita per questa specie, che si colloca al di sopra dei 21°C [23]. Il 
secondo fattore è la salinità:  P. clarkii è una specie dulciacquicola in grado però di 
colonizzare habitat salmastri, tollerando salinità sino a 20 ppt  [8] [20]; tutta l'area di 
campionamento è soggetta a un'intensa attività di bonifica, in quanto si trova un metro 
al di sotto del livello medio del mare (figura 6A). Inoltre sono presenti lungo il letto del 
canale una serie di “risorgive” da cui esce acqua salata (figura 6B), anche se purtroppo 
non è stato possibile misurarne il tenore salino. La compresenza di questi due fattori 
“avversi”  non  impedisce  tuttavia  l'attività  riproduttiva:  infatti,  nel  corso  del 
campionamento del 25 settembre e del 10 ottobre sono state catturate 7 femmine con 
uova in avanzato stadio di sviluppo, che si sono schiuse in laboratorio 2 giorni dopo la 
cattura, o con la presenza di giovanili adesi ai pleopodi.
Durante  lo  svolgimento  del  presente  lavoro  non  è  stato  possibile  identificare 
chiaramente il periodo di riproduzione, a causa della mancanza di un picco dei valori di 
GSI delle femmine che è l'indice della massima maturazione gonadica che precede di 
alcuni giorni la deposizione delle uova. Dai dati in nostro possesso, si può ipotizzare che 
la riproduzione di questi esemplari avvenga verso la fine dell'estate, e i piccoli nascano 
in autunno-inverno, come risulterebbe dalle femmine ovigere catturate a fine settembre. 
Dall'analisi  della  letteratura emerge che,  nel  sud della  Spagna la  riproduzione  di  P. 
clarkii avviene da aprile alla fine di ottobre  [1]; in Portogallo la riproduzione avviene 
durante tutto l'anno  [4]; in Germania la riproduzione avviene alla fine dell'estate e il 
periodo di reclutamento va dall'autunno all'inverno (figura 3)  [28]. In Italia, dove gli 
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studi sono stati  condotti  in Toscana  [7] e nel Lago Trasimeno  [11] [63], si  possono 
riscontrare delle differenze: in Toscana sono emersi due periodi di riproduzione annui, 
uno all'inizio dell'estate e uno tra agosto e settembre. La situazione nel Lago Trasimeno, 
invece,  risulta  molto  diversa:  in  uno  studio  [11] svolto  nel  2006,  la  riproduzione 
avveniva  in  tarda  estate  e  il  reclutamento  in  inverno;  da  uno  studio  del  2013  [63] 
emerge  uno  shift  di  5-6  mesi  dell'intero  ciclo  riproduttivo,  per  cui  la  riproduzione 
avviene in inverno e il  reclutamento in estate;  gli  autori  dell'articolo ipotizzano che 
questo adattamento del ciclo biologico a cui è andata incontro la popolazione del Lago 
Trasimeno sia da attribuire ad una cospicua fonte di cibo che deriva da una maggiore 
produttività del lago nei periodi invernali a seguito dell'aumento del livello delle acque 
[63].  Dall'insieme dei dati  raccolti  si  può constatare come il  ciclo riproduttivo della 
popolazione in FVG sia più simile a quello riscontrato nelle popolazioni in Germania, 
rispetto a quello delle popolazioni della Toscana o della Spagna. Tuttavia, per avere una 
conferma definitiva di ciò, sarebbe opportuno prolungare l'attività di monitoraggio per 
ulteriori 6 mesi, chiudendo così il ciclo annuale.
La biologia riproduttiva degli esemplari che vivono nel canale del Brancolo presenta 
delle differenze rispetto a quanto descritto in letteratura per le popolazioni di altri paesi, 
molto probabilmente perchè in FVG la contemporanea presenza di acque relativamente 
fredde  e  con  un  certo  tenore  salino  limita  la  riproduzione  (senza  tuttavia  bloccarla 
totalmente) impedendo alle femmine di raggiungere elevati valori di GSI e di fecondità 
rispetto a quelli riportati per altre popolazioni.
Ciononostante, come risulta da tutti questi dati, la grande adattabilità del ciclo biologico 
di P. clarkii alle diverse condizioni climatiche è una delle caratteristiche che lo rendono 
una specie molto pericolosa per la biodiversità degli ecosistemi europei.
5.1.1 VALUTAZIONE DELLA FECONDITÀ E DIMENSIONE DEGLI OVOCITI
Una parte delle femmine catturate durante i campionamenti in natura è stata impiegata 
per indagare la fecondità della popolazione. Il valore di fecondità potenziale medio (Fp-
medio),  stimato per  la  popolazione campionata,  è risultato di  350 ± 63 anche se la 
fecondità individuale era molto variabile andando da un valore minimo di 50 ad uno 
massimo di 550 (tabella 4).
Il  valore  di  fecondità  di  una  popolazione  è  utile  in  quanto  fornisce  informazioni 
sull'investimento  energetico  nella  riproduzione  di  tale  popolazione:  infatti,  tra  due 
popolazioni, quella che trova, nell'habitat in cui vive, le migliori condizioni ambientali 
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per le sue necessità avrà una fecondità più elevata in quanto sarà in grado di investire 
una quota maggiore di energie nella riproduzione. In letteratura molti studi riportano il 
valore della Fecondità realizzata, Fr [52]; tale valore si riferisce al numero di uova che 
una femmina effettivamente depone durante un evento riproduttivo ed è sempre minore 
di Fp in quanto ciascuna femmina non depone mai tutte le uova effettivamente maturate 
nel  suo  ovario,  molto  probabilmente  a  causa  di  condizioni  ambientali  leggermente 
sfavorevoli, oppure di incapacità di trattenere le uova sui pleopodi [64]. In letteratura, 
per P. clarkii, gli unici valori riportati di fecondità si riferiscono alla fecondità realizzata 
(Fr); in questi lavori la fecondità realizzata varia dalle 285 uova pleopodali medie di una 
popolazione in Germania [28] alle 995 di una in Spagna [3], con valori intermedi di 313 
di una popolazione in Louisiana [64] e 433 di una in Kenia [65]. Sebbene i parametri Fp 
e Fr siano tra loro differenti, per ottenere delle informazioni sull'investimento energetico 
nella riproduzione della popolazione in FVG, sono stati confrontati i valori di Fp della 
popolazione in FVG con quelli di Fr riportati in letteratura, dal momento che per la 
popolazione del FVG non è stato possibile avere il valore di Fr. Poiché il valore di Fp 
della popolazione in FVG risulta minore, se confrontato con i valori di Fr riportati in 
letteratura  (ad  eccezione  della  popolazione  in  Germania),  si  può  affermare  che  la 
fecondità  della  popolazione  da  noi  studiata  è  più  bassa  rispetto  alla  fecondità  delle 
popolazioni  che  vivono  in  Spagna,  Kenya  e  Louisiana  (a  causa  delle  differenti 
condizioni climatiche tra il Canale del Brancolo e questi luoghi), mentre è paragonabile 
con quella situata in Germania. Tale conclusione implica che la popolazione in FVG, a 
causa delle condizioni chimico-fisiche dell'habitat in cui vive, è in grado di investire una 
quantità  di  energia  minore  nella  riproduzione,  rispetto  alle  popolazioni  in  Kenya, 
Louisiana e Spagna.
5.1.2 ANALISI ISTOLOGICA
L'analisi  istologica  effettuata  sugli  ovari  di  esemplari  femmina  a  differenti  stadi 
maturativi è mostrata nelle Tavole Istologiche 1 e 2. Gli oociti all'interno dell'ovario 
sono  generalmente  uniformi  per  quanto  riguarda  le  dimensioni,  ma  sono  sempre 
presenti degli stadi maturativi più iniziali anche in ovari quasi del tutto maturi (tavola 
2A).
Durante il processo di maturazione ovocitaria, ciascun oocita viene circondato da uno 
strato  di  cellule  follicolari  che  costituirà  la  tasca  oogenetica  all'interno  della  quale 
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l'oocita permarrà sino alla deposizione (tavola 2B). 
In  particolare  l'analisi  istologica  ha  permesso  di  evidenziare  le  differenti  fasi  della 
maturazione  ovocitaria.  Nel  corso  di  tale  processo  all'interno  della  cellula  si 
accumulano, in misura sempre crescente, granuli di materiale intensamente colorabile, 
costituiti da aggregati proteici ricchi in Vitelline, le proteine di riserva del tuorlo (tavola 
1).  La vitellogenesi  si  articola  in due fasi,  di  cui la prima endogena (a carico degli 
ovociti)  e  la  seconda  esogena  (a  carico  dell'epatopancreas).  A livello  citologico  è 
possibile distinguere queste due fasi in quanto nella prima i granuli di materiale proteico 
si  concentrano in  una  porzione  perinucleare  del  citoplasma (tavola  1A e 1B);  nella 
seconda, i granuli si accumulano inizialmente in prossimità della membrana plasmatica 
(tavola 1C) ma poi, con l'aumento del numero dei granuli, essi si spostano in direzione 
centripeta a scapito del citoplasma che si rimpicciolisce sino a costituire, negli ovociti 
più maturi, una ristretta fascia perinucleare (tavola 1D, 1E, 1F).
5.2 RNA INTERFERENCE
5.2.1 EFFETTI MORFOMETRICI DEL SILENZIAMENTO GENICO
L'esperimento di silenziamento genico si è protratto per 14 giorni, al termine dei quali 
tutti i 26 animali utilizzati sono stati sacrificati, da essi sono stati prelevati l'ovario e 
l'epatopancreas ed è stata svolta un'indagine morfometrica su tali organi. Questa analisi 
ha evidenziato che il  gruppo di animali  sottoposti  al  silenziamento di Gih– iRNA – 
aveva un peso medio dell'ovario (0,26g ±0,06) che è risultato più del doppio rispetto ai 
valori  medi  misurati  per  gli  altri  due  gruppi  sperimentali,  in  quanto  gli  animali  di 
controllo – S – avevano un peso medio di 0,12g ±0,03 e quelli ablati – ESA – di 0,10g 
±0,02. In aggiunta, 1/3 degli animali sottoposti al silenziamento ha mostrato valori di 
GSI superiori a 1,25 mentre GSI nei T0 ha valori molto bassi (inferiore a 0,4). 
Questi bassi valori di GSI del gruppo di riferimento – T0 – indicano nella popolazione 
una condizione riproduttiva ancora molto immatura e lontana dalla possibilità di avere 
una  crescita  significativa  degli  ovari;  pertanto  gli  animali  sperimentali  sottoposti  al 
silenziamento di Gih, scelti a caso tra gli animali da cui deriva anche T0, potrebbero 
essere stati meno responsivi al silenziamento; infatti,  come già visto da Panouse nel 
1944, l'esito della maturazione ovarica, indotta dall'ablazione bilaterale del peduncolo 
oculare (con conseguente rimozione di GIH), portava a risultati  differenti  in base al 
livello  di  maturazione  ovarica  degli  esemplari:  in  animali  con  ovari  sviluppati, 
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l'ablazione  risultava  in  un'ulteriore  maturazione  di  questi  organi  che  quindi 
aumentavano di  dimensioni;  in  animali  con ovari  non sviluppati,  invece,  l'ablazione 
bilaterale non aveva alcun effetto sulla maturazione ovarica  [44].  Il silenziamento di 
Gih  indotto  da  dsRNA costituisce  una  sorta  di  “ablazione  molecolare”  in  quanto 
permette di silenziare selettivamente Gih; ciononostante, anche nel nostro caso, come in 
quello  di  Panouse,  le  diverse  condizioni  fisiologiche  individuali  hanno  determinato 
l'entità della risposta al silenziamento di Gih (in termini di aumento di GSI). L'elevata 
dispersione nei valori di GSI degli animali trattati (GSI minimo 0,22 – GSI massimo 
1,97) quindi è dipesa da una differente condizione fisiologica individuale di partenza, la 
quale ha determinato così delle risposte di entità diversa al silenziamento di Gih.
A  causa  di  questa  variabilità  sarà  necessario,  in  futuro,  prolungare  la  durata 
dell'esperimento in modo da poter dare tempo agli animali di rispondere adeguatamente 
al silenziamento con la maturazione degli ovari.
Nonostante questa variabilità, 1/3 degli animali sottoposti al silenziamento ha mostrato 
valori di GSI superiori a 1,25 rispetto agli animali di controllo in natura (T0) la cui 
media era inferiore a 0,40; questi dati confermano il ruolo di Gih come ormone gonado-
inibitorio capace di inibire la maturazione ovarica nelle femmine.
5.2.2 ANALISI DELL'ESPRESSIONE GENICA MEDIANTE RT-qPCR
Negli animali utilizzati per indagare l'espressione genica derivante dal silenziamento di 
Gih  è stato dapprima controllato l'effettivo silenziamento di tale gene, mediante RT-
qPCR nei peduncoli oculari degli animali trattati e in quelli di controllo (figura 10). 
Successivamente,  nei  tessuti  ovarico  ed  epatopancreatico  di  tutti  gli  animali 
dell'esperimento,  sono  stati  confrontati  i  livelli  di  espressione  delle  vitellogenine, 
particolari  proteine  di  riserva  energetica  prodotte  negli  ovari  e  nell'epatopancreas 
durante il processo di vitellogenesi (figura 11) [61] [62]. Il processo di vitellogenesi è 
complesso  e,  nella  maggior  parte  dei  decapodi,  coinvolge  inizialmente  l'ovario 
(vitellogenesi endogena o primaria) e quindi l'epatopancreas (vitellogenesi esogena o 
secondaria). 
I  dati  ricavati  dall'analisi  sul  tessuto  ovarico  indicano  che  in  tutti  e  tre  i  gruppi 
sperimentali era in corso il processo di vitellogenesi primaria, anche se esso risultava 
più  attivo  negli  animali  ablati,  ESA,  rispetto  agli  altri  due  gruppi,  S  e  iRNA. 
Nell'epatopancreas invece, il silenziamento ha provocato un aumento dell'espressione di 
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Vg sia  rispetto  agli  animali  di  controllo  che  a  quelli  epeduncolati,  indicando che il 
processo fisiologico di vitellogenesi secondaria negli animali sottoposti a silenziamento 
era  molto  attivo.  Ad oggi  non esistono in letteratura lavori  sulla  vitellogenesi  di  P. 
clarkii nonostante molti autori si siano occupati di questo argomento in diverse specie di 
crostacei  come  Cherax  quadricarinatus [61],  Peneus  monodon [45],  Portunus 
trituberculatus [66] e altri ancora. Nel 1979 Byard e Singurdson [67], ipotizzarono che 
la  vitellogenesi  secondaria  fosse  presente  in  tutti  i  membri  della  superfamiglia 
Astacoidea,  comprendente  anche  Procambarus  clarkii.  In  seguito,  nel  1984,  la 
vitellogenesi secondaria, in Astacus leptodactylus fu dimostrata tramite la scoperta che 
il  tuorlo nelle  uova di questa specie  aveva due componenti,  di  cui  una derivata dal 
sangue e l'altra proveniente da un tessuto extraovarico [68]. 
L'amplificazione di Vg all'interno del tessuto epatopancreatico costituisce, in generale, 
l'evidenza della vitellogenesi secondaria in P. clarkii. 
Inoltre, l'aumento di espressione di Vg negli animali sottoposti al silenziamento rispetto 
ai  controlli evidenzia il  ruolo inibitorio di GIH sulla vitellogenesi esogena in questa 
specie.
In  generale,  i  nostri  risultati  confermano  il  ruolo  di  GIH  come  Ormone  Gonado-
Inibitorio in grado di agire in particolare sulla vitellogenesi secondaria di P. clarkii e lo 
propongono  come possibile  metodo  innovativo  di  contenimento  numerico  di  questa 
specie  mediante  l'uso  di  esche  contenenti  l'ormone  di  sintesi  durante  la  stagione 
riproduttiva:  infatti  la  possibilità  di  veicolare  attraverso  l'apparato  digerente  anche 
piccole  quantità  di  ormone  attivo  nell'emolinfa  degli  animali  dovrebbe  inibire  la 
vitellogenesi esogena e la maturazione finale delle uova.
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